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(Eingegangen am 11. Februar 1951.) 


Seit der Entdeckung der beiden Auxine a und b (KôeL 1931, 1933), 
die auch von späteren Autoren zwar nicht aus Pflanzen isoliert, aber 
doch in solchen indirekt nachgewiesen wurden (vgl. beispielsweise 
RoBorRGH und THomas 1948, 1949), konnte auch das als zellstreckender 
Wuchsstoff wirksame Heteroauxin (Indol-3-essigsäure, KöcL 1934) in 
verschiedenen Pflanzen, unter anderem in Mais und in Spinat, in wirk- 
samer Form aufgefunden werden (LEFEVRE 1938, 1939; HAAGEN-SMIT, 
LEEcH und BERGREN 1942; BERGER und AVERY 1944; DANDLIKER 1945; 
GUTTENBERG und LEHLE-JOERGES 1947; WILDMAN und Bonner 1948), 
Ferner fand sich ein Wuchsstoff ohne Säurecharakter in höheren Pflanzen, 
der Indol-3-acetaldehyd (Larsen 1944, 1947; WiLDMAN und BONNER 
1948), der wahrscheinlich ein Zwischenprodukt der fermentativen Bil- 
dung von Indol-3-essigsäure aus Tryptophan darstellt (GORDON und 
SANCHEZ-NIEVA 1949), die möglicherweise über Tryptamin bzw.. über 
Indolbrenztraubensäure verläuft. Man hat danach also in der höheren 
Pflanze bereits mit vier verschiedenen, zellstreckend wirkenden Wuchs- 
stoffen zu rechnen. Dazu kommt, daß ein neuerer Versuch, das Mole- 
kulargewicht des aus Sproßspitzen von Tomatenpflanzen diffundierenden 
zellstreckenden Wuchsstoffen auf Grund des Diffusionskoeffizienten zu 
bestimmen, ein Molekulargewicht von 201 bzw. 203 + 6 ergab, einen 
Wert also, der zwischen jenem des Heteroauxins (175) und jenem der 
Auxine (310, 328) liegt (KRAMER und WENT 1949) und auf die Existenz 
eines Wuchsstoffes schließen läßt, der weder auxin- noch heteroauxin- 
artiger Natur ist. Nachweis und Bestimmung der zellstreckenden Wuchs- 
stoffe in der Pflanze werden noch dadurch kompliziert, daß festgestellt 
werden konnte, daß die Wuchsstoffe auch in (vorwiegend wohl an Eiweiß) 
gebundener, unwirksamer Form in der Pflanze vorkommen (BONNER 
und WILDMAN 1947), was auch für das Heteroauxin gilt (Morwus 1947, 
1948), und daß sie durch fermentative Spaltung (KuLEscHA 1948; 
WILDMAN und BONNER 1948) daraus in wirksame Form übergeführt 
werden können. Auf enzymatischem Wege wird auch im Verlauf einer 
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Extraktion von Pflanzenmaterial immer wieder neuer Wuchsstoff ge- 
bildet, wobei Tryptophan bzw. Eiweiß als Vorstufe anzusehen ist (WILD- 
MAN und Murr 1949). Funke und SöpınG (1948) glauben außerdem, 
daß gebundene Wuchsstoffe nicht einfach inaktiv sind, sondern im 
Gegenteil wuchsstoffantagonistische Wirkungen ausüben können (wes- 
halb sie die Bezeichnung ,,Antiauxin“ vorschlugen). Hierzu kommt die 
Vermutung von VELDSTRA und HAVINGA (1943/45), wonach das durch 
Einwirkung von Licht auf Auxon entstehende Lumiauxon, soweit man 
aus dessen Konstitution dies heute schließen kann, Hemmstoffwirkung 
zeigen soll. Das Vorhandensein von wuchsstoffantagonistischen ‚‚Hemm- 
stoffen‘‘ in höheren Pflanzen wurde bereits durch Arbeiten von Voss 
(1939) und Linser (1940, 1948) sowie durch Morwus (1948) nach- 
gewiesen, doch ist es bisher nicht gelungen, die chemische Natur dieser 
Hemmstoffe aufzuklären. Zwar erwies sich das in höheren Pflanzen 
häufig vorkommende Cumarin im Wuchsstofftest als ein Hemmstoff von 
mäßiger Wirksamkeit (Mozwvus 1948), doch zeigen Extrakte bestimmter 
Pflanzen, beispielsweise solche aus Syringa vulgaris (LINSER 1940, 1949) 
weit stärkere Hemmstoffwirkung als dieses, so daß nicht anzunehmen 
ist, daß es den alleinigen Hemmungsfaktor pflanzlicher Wuchsstoffe dar- 
stellt. Dies wäre um so weniger wahrscheinlich, als zahlreiche synthe- 
tisch zuzügliche Stoffe in den Wuchsstofftesten Hemmstoffwirksamkeit 
erkennen lassen. 

Alle diese Ergebnisse machen die innerhalb einer Pflanze das Zell- 
streckungswachstum regulierenden Faktoren außerordentlich unüber- 
sichtlich und lassen erkennen, daß man es mit einer größeren Zahl ver- 
schiedenartiger Stoffe zu tun hat, welche, jeder für sich, von Einfluß auf 
das Endergebnis des Zellstreckungsvorganges sind. Dieses stellt sich 
schließlich als das resultierende Streckungswachstum dar, welches sich 
aus der Adsorptionskonkurrenz der verschiedenen vorliegenden Wirk- 
stoffe an verschiedene Wirkungsstellen im lebenden System ergibt 
(Linser 1951, Kampr 1951). Es ist daher heute kaum möglich, anzu- 
geben, welcherlei verschiedenartige Wuchs- nnd Hemmstoffe man in einer 
Pflanze zu erwarten hat. Zwar kann man mit der Gegenwart der Auxine 
a und b (deren Existenz allerdings nicht zweifelsfrei ist), des Hetero- 
auxins und des Indol-3-acetaldehyds rechnen, sowie mit mindestens 
einem Hemmstoff (Wuchsstoffantagonisten), doch ist es wahrscheinlich, 
daß außer diesen Stoffen noch weitere Wirkstoffe vorliegen, die auf den 
gleichen Vorgang Einfluß ausüben und das Streckungswachstum der 
Pflanzen sowie die sonstigen, von Wuchsstoffen beeinflußten Funk- 
tionen mit gestalten. Es ist trotz mancher Versuche-bisher noch nicht 
gelungen, eine Trennung der einzelnen, am Wuchsstoffphänomen be- 
teiligten Stoffe auf chemischem oder physkalischem Wege zu erzielen. 
Zwar gibt die Zerstörbarkeit des Heteroauxins beim Kochen in saurem 
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Milieu und die Zerstérbarkeit der Auxine beim Kochen in alkalischer 
Lésung die Méglichkeit, diese beiden Stoffe nebeneinander nachzuweisen ; 
doch verhindert die teilweise Zerstérung jeweils auch der anderen Kom- 
ponente bei dieser rauhen chemischen MaBnahme deren quantitative 
Bestimmung nebeneinander. Auch die Abtrennung des neutralen Wuchs- 
stoffes durch Ausschiittelungsverfahren führt zu keinen befriedigenden 
‚Ergebnissen, und da über die Natur der Hemmstoffe und eventuell vor- 
handener weiterer Wuchsstoffe keine Kenntnis vorliegt, unterliegt man 
bei der Prüfung pflanzlicher Wuchsstoffe stets der Gefahr, daß man es mit 
Gemischen mehrerer Komponenten zu tun hat und als Ergebnis die 
Resultierende aus deren Einzelwirkungen erhält, die natürlich je nach 
dem Mischungsverhältnis der verschiedenen Komponenten verschiedene 
Gestalt annimmt (Lixser und Karnpt 1951). Tatsächlich erhält man 
bei der Wirksamkeitsprüfung pflanzlicher Extrakte mit den gebräuch- 
lichen Wuchsstofftestmethoden (WENT 1928, Linser 1938, Funke 1939, 
Morwus :1948b) immer wieder neue Bilder für die Abhängigkeit der 
Wuchsstoffwirkung von der Konzentration der geprüften Extrakte oder 
Diffusate. Dies ist zweifellos zum Teil bedingt durch die jahreszeitlichen 
(Linser 1950) und täglichen (Köcr, HAAGEN-SMIT und v. HULLSEN 
1936) Schwankungen der Empfindlichkeit und des physiologischen Ver- 
haltens der Testpflanzen, tritt jedoch auch bei gleichzeitigen Versuchen, 
an gleichartigem Material in Erscheinung, so daß man die Verschieden- 
artigkeit der Ergebnisse mindestens zum Teil dadurch begründet sehen 
darf, daß man es mit einem Gemisch verschiedener Anteile verschiedener 
Wirkstoffe bei verschiedenen Pflanzen sowohl wie bei verschiedenen 
Organen der gleichen Pflanze oder zu verschiedenen Zeiten bei gleichen 
Organen zu tun hat. In Anbetracht solcher Verhältnisse aber darf ein 
durch eine einfache Testung gefundener Wuchsstoffwert nicht einfach als 
Maßstab für den ,,Wuchsstoffgehalt‘ einer Pflanze betrachtet werden, wie 
dies leider immer wieder geschieht, sondern er kann höchstens als der 
„aktuelle Wirkungswert‘ des betreffenden Gemisches von verschiedenen 
Stoffen aufgefaßt werden. Da jedoch wahrscheinlich verschiedene Pflan- 
zen gegenüber den verschiedenen Komponenten eines Wirkstoffgemisches 
verschiedene Empfindlichkeit besitzen, kann der an einer bestimmten 
Testpflanze (beispielsweise Avena) gewonnene „aktuelle Wirkungswert“ 
nicht ohne weiteres als für eine andere Pflanze (beispielsweise jene, aus 
welcher der geprüfte Extrakt gewonnen wurde) gültig betrachtet werden. 
Es darf ferner außerdem nicht vergessen werden, daß verschiedene 
Pflanzen außerordentlich hohe Wuchsstoffaktivitäten sowohl in ihren 
Extrakten wie auch in ihren Diffusaten erkennen lassen (LINSER 1939, 
1939a, 1948) und daß man daher bei Einzelbestimmungen auch da- 
durch zu Fehlschlüssen kommen kann, daß solche Werte oberhalb des 
Wirkungsmaximums liegen können und daher um. Größenordnungen 
26* 








380 Hans Linser: 


falsch sein kénnen. Auf diesen Umstand wurde bereits hingewiesen 
(LinsER 1939). 

Die erwähnten Tatsachen haben bewirkt, daB das Studium der Rolle 
der Wuchsstoffe in der normalen Physiologie der Pflanze zu indirekten 
Methoden greifen mußte und bisher zu keinem befriedigenden Ergebnis 
geführt hat. Für eine weitere Erforschung der Physiologie der Wuchs- 
stoffe in der Pflanze auf Grund analytischer Daten ist daher die Aus- 
arbeitung von Verfahren zur getrennten quantitativen Bestimmung der 
einzelnen Wirkstoffe (Wuchs- und Hemmstoffe) nebeneinander unbe- 
dingt Voraussetzung. 

Bei der Trennung nahe verwandter Naturstoffe voneinander hat sich 
die von Tswerr (1906, 1910) erstmals verwendete und später durch 
Kvan und Brockmann (1932) u.a. zu einer leistungsfähigen Methode 
ausgearbeitete chromatographische Adsorptionsanalyse (vgl. ZECH- 
MEISTER und CHOLNOKY 1938) in zahlreichen Fällen bestens bewährt. 
Es erschien naheliegend, mit Hilfe dieser Methode auch eine Trennung 
der verschiedenen Wuchs- und Hemmstoffe zu versuchen. 


A. Charakteristik der untersuchten Pflanzenextrakte. 

Als Untersuchungsobjekte wurden 2 Pflanzen ausgewählt, welche 
sich hinsichtlich des Verhaltens ihrer Extrakte (sowie Diffusate) im 
Wuchsstofftest gegensätzlich verhalten, und zwar Sprossenkohl und 
Flieder. Ersterer zeigt nach LINSER (1939, 1940) im Pastentest, welcher 
der vorliegenden Arbeit als Methode diente!, eine außerordentlich starke 
Wuchsstoffwirkung sowohl im Längenzuwachswert Z wie auch im 
Krümmungswinkel «, Fliederblätterextrakt dagegen weist im Pasten- 
test sowohl hinsichtlich des Zuwachswertes als auch im Verhalten des 
Krümmungswinkels in Abhängigkeit von der angewendeten Konzen- 
tration nur hemmende Eigenschaften auf und wurde deshalb als ,,hemm- 
stoffhaltig‘‘ bezeichnet. 

Von beiden Pflanzen dienten alkoholische Extrakte als Ausgangs- 
material, wobei diese Extrakte für die Testung zur Trockne eingedampft 
und die Rückstände in Lanolinpaste aufgenommen wurden. Hierbei 
wurde als Normalkonzentration (= n bzw. 1/1) jene bezeichnet, welche 
beim Aufnehmen von einer 1 g Frischsubstanz der Pflanze entsprechen- 
den Menge an Trockenrückstand des Alkoholextraktes in 1 g Paste vorlag. 

Abb. 1 stellt die Wirkung verschiedener Konzentrationen (n/l, n/10, 
n/100 und 0) von Sprossenkohlextrakt (obere Reihe) und von Flieder- 
blätterextrakt (untere Reihe) einander im Bilde gegenüber, um den 

1 Die Durchführung der Testversuche lag in Händen von Frau Lina HALLER 
und Frl. Hanne RepPp; letzterer sei auch für die exakte Ausführung von Chromato- 
grammen gedankt. 
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augenscheinlichen Unterschied des Verhaltens beider Extrakte anschau- 
lich zu machen. Weiters gibt Abb. 2 die bei verschiedenen Konzentra- 
tionen erhaltenen Zuwachswerte Z (in Prozent des Kontrollzuwachs- 
wertes K,,, also des Längenzuwachses unbehandelter Koleoptilen wäh- 
rend der 24stiindigen Versuchsdauer) fiir Sprossenkohlextrakt (links) 
und fiir Fliederextrakt (rechts). Abb. 3 dagegen stellt die entsprechenden 
Werte für die Krümmungswinkel dar. Diese zeigen im Falle des Flieders 
n/10 eine S-fürmige Krümmung, welche dadurch zustande kommt, daß 


m 


A 


Abb. 1. Obere Reihe: Sprossenkohl. Trockenrückstand eines Alkoholextraktes in Lanolin- 

paste an Avena-Koleoptilen. — Untere Reihe: Flieder (Blatter). Trockenriickstand eines 

Alkoholextraktes in Lanolinpsste an Avena-Koleoptilen. Von links nach rechts: Bei 

jeweils 5 Keimlingen beträgt die Konzentration der Sprossenkohl- bzw. der Flieder-Extrakt- 
substanz n, n/10, n/100 und 0 (vgl. Text). 


der Fliederextrakt die eng anliegende Koleoptilzone zwar im Längen- 
wachstum hemmt, daß er aber doch eine geringe Menge an zellstrecken- 
dem Wuchsstoff enthält, welche nach abwärts diffundiert und dort eine 
Krümmung von der Pastenseite weg veranlaßt. Es muß hierbei darauf 
hingewiesen werden, daß es sich bei den dargestellten Kurven um mitt- 
lere Ergebnisse, aus mehreren zu verschiedenen Zeiten angesetzten 
Versuchen handelt, welche mit einem mittleren Fehler von + 10° Z-Ein- 
heiten bzw. etwa + 10% der «-Werte behaftet sind, Da zu verschiedenen 
Zeiten angestellte Versuche je nach der Jahreszeit bzw. dem endogenen 
Rhythmus (LINSER 1950a) verschieden gut für Testversuche geeignet 
sind und die verschiedenen Versuchspflanzen zu verschiedenen Zeiten 
verschiedene Empfindlichkeiten den Wuchsstoffen gegenüber aufweisen 
bzw. selbst verschieden schnell wachsen, können die wiedergegebenen 
Kurvenbilder nur als eine Darstellung des Typus der Konzentrations- 
abhängigkeit der Wirkungen der Extrakte betrachtet werden, während 
ihre Heranziehung als Eichkurven nur bedingt und nur unter Berück- 
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sichtigung der Gleichzeitigkeit von Bestimmungen môglich ist. Man ist 
aus den kurz erwähnten Griinden gezwungen, zu jedem neuen Versuch 
eine zugehörige Eiclfkurve gleichzeitig neu aufzunehmen, welche, mit 
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Abb. 2. Links: Sy kohlextrakt. Rechts: Fliederblätterextrakt. Langenzuwachswerte 
. (Z- % ). 
| 











entsprechenden ungleichzeitigen Kurven verglichen, allerdings stets 
den gleichen Typus des Kurvenverlaufes aufweist und sich fast nur in 
der absoluten Höhe ihrer Einzelwerte unterscheidet. 
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Abb. 3. Links: Sy kohlextrakt. Rechts: Fliederblätterextrakt. Kriimmungswinkel 
(nach oben hin von der Pastenseite weg, nach unten hin zur Pastenseite hin gerichtete 
Krümmungswinkél). 





Die für Sprossenkohlextrakt erhaltenen Kurven haben in ihrem Ver- 
lauf eine unverkennbare Ahnlichkeit mit jenen, welche man mit reiner 
Indol-3-essigsäure erhält, unterscheiden sich jedoch immerhin so sehr 
von diesen, daß es nicht möglich ist, sie zur Deckung zu bringen. Wäre | 
nämlich im pflanzlichen Extrakt nur Indol-3-essigsäure in einer be- 
liebigen Menge enthalten, so müßte sich die durch Verdünnung erhaltene | 
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Kurve der Konzentrationsabhängigkeit ihrer Wirkung entlang der Kon- 
zentrations-(x-)Achse des Koordinatensystems der Abb. 2 und 3 durch 
einfache Parallelverschiebung mit jener für Indol-3-essigsäure zur 
Deckung bringen‘ lassen, was jedoch nicht möglich ist. Andererseits 
weisen die Kurven für Fliederblätterextrakt eine Ähnlichkeit mit den 
für 2,4,6-Trichlorphenoxyessigsäure bzw. für Phenoxyessigsäure (LINSER 
1950b) erhaltenen auf und lassen eine überwiegende Hemmstoffwirksam- 
keit erkennen. 

Die Gegensätzlichkeit der beiden Pflanzen hinsichtlich des Wuchs- 
stoffverhaltens ihrer Extrakte kommt in deutlicher Weise nur an der 
Avena-Koleoptile zum y 
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auf die Avena-Koleoptile Lunel ous ee ee eee ee 
zeigt der Fliederextrakt wie" we a! NN NN NN 0% 
. . mt pe Abb. 4. Das Verhalten verschiedener Konzentrationen 
eine relativstärkere, för- yon Indol-3-essigsäure, Fliederblätterextrakt und Spros- 
dernde Wirkung auf das senkohlextrakt im Kressewurzeltest „ach MoEwus. (Für 
' die Extrakte ist an Stelle von 10°% die Konzentrations- 
Wurzelwachstum als der angabe n zu setzen.) 
Sprossenkohlextrakt, 
welch letzterer trotz seiner starken Wuchsstoffwirkung auf die Avena- 
Koleoptile fast keine fordernde Wirkung auf das Wurzelwachstum er- 
kennen lieB (Abb. 4). Die Indol-3-essigsäure dagegen zeigt einen deut- 
lichen Förderungsbereich (Morwus 1948 sowie Abb. 4). Weder der 
Fliederblätterextrakt noch der Sprossenkohlextrakt zeigen danach in 
der Konzentrationsabhängigkeit ihrer Wirkung im Kressewurzeltest 
eine Ubereinstimmung mit Indol-3-essigsäure. 


Während die allgemein zu beobachtende hemmende Wirkung stärkerer Kon- 
zentrationen von Pflanzenextrakten auf die Kressewurzel mit ansteigender Ver- 
diinnung bei vielen Pflanzen relativ stark absinkt, so daB bei Ackersenf beispiels- 
weise bei n/100 bereits eine fördernde Wirkung vorhanden ist und bei Gartenkresse 
und Flieder der Übergang von der hemmenden zur fördernden Wirkung bei etwa 
n/1000 liegt, zeigen die Extrakte anderer Pflanzen ein wesentlich langsameres Ab- 
fallen der Hemmungswirkung mit fallender Extraktkonzentration, so daß bei 
Springkraut oder Erbsenkeimlingen beispielsweise die bei n fast 100%ige Hemmung 
erst bei n/1000000 verschwindet. Es liegen bei verschiedenen Pflanzen daher recht 
verschiedenartige Typen an Konzentrations-Wirkungskurven im Kressetest vor, 
welche ebenfalls untereinander durch Parallelverschiebung nicht zur Deckung ge- 
bracht werden können und daher das Vorliegen verschiedener: Wuchsstoffe bzw. 
verschiedenartiger Mischungsverhältnisse von Wuchs- und Hemmstoffen vermuten 


26b 





Planta. Bd. 39. 








384 Hans Linser : 


lassen, wie dies bereits aus Ergebnissen zu schlieBen war, welche an der Pasten- 
methode bei Avena-Koleoptilen gewonnen worden waren (LINSER 1939). 

Das Ergebnis des Versuches, durch die Charakteristik der Konzen- 
trationsabhängigkeit der Wirkung eine Aussage über die Art des in der 
Pflanze vorhandenen Wuchsstoffes zu gewinnen, zeigt uns in Überein- 
stimmung mit unseren sonstigen Kenntnissen auf diesem Gebiete, daB 
in der Pflanze keineswegs nur Indol-3-essigsäure vorliegen kann und 
daß man es mit mehreren verschiedenen Wuchs- und wahrscheinlich 
auch Hemmstoffen zu tun hat. 


R Die chromatographische Abtrennung der Indol-3-essigsäure !. 
Alkohol als Lösungsmittel. 

Modellversuche mit einer alkoholischen Lösung von Indol-3-essig- 
säure (1,2 - 102%), von welcher noch 0,2 cm? (entsprechend 2,4 - 1075 g 
Indol-3-essigsäure) mit einem Reagens (Uroroseinreaktion nach Weiss 
1947) aus 3 mg Na,O in 1 cm? Wasser + 100 cm? konz. Salzsäure eine 
deutliche Rotfärbung erbrachten, zeigten, daB Heteroauxin aus alko- 
holischer Lésung durch eine Säule von standardisiertem Aluminium- 
oxyd nach BROCKMANN (Fa. Merck, Darmstadt) restlos adsorbiert wurde. 
Das Filtrat aus einer etwa 100 mm langen Säule von 7 mm Querschnitt, 
durch welche 1 mg Indol-3-essigsäure in 10 cm? Alkohol durchgeschüttet 
worden war, zeigte keine Farbreaktion mehr und war, wie Abb. 5 zeigt, 
im Pastentest wirkungslos. Im Kressewurzeltest verschwand durch 
Filtration durch die Säule, wie Abb. 6 zeigt, die Heteroauxinwirkung 
ebenfalls, doch scheint die Kressewurzel gegenüber dem aus der Säule 
gelösten Aluminiumoxyd in unspezifischer Weise gehemmt worden zu 
sein (Kurve B). 

Eine Zerlegung solcher, mit alkoholischen Lösungen von Indol-3- 
essigsäure beschickten Säulen in verschiedene Abschnitte ergab, daß 
die Indol-3-essigsäure zur Gänze in den obersten Schichten der Säule 
adsorbiert wird. Während aus dem obersten, 10 mm langen Abschnitt 
einer Säule durch Elution mit n/100 KOH eine Lösung gewonnen wurde, 
welche die kräftige Farbreaktion der Indol-3-essigsäure ergab, ließ sich 
aus allen weiteren Abschnitten keine solche eluieren. Daß die Elution 
mit n/100 Länge annähernd quantitativ verläuft, zeigte ein Versuch 
(Abb. 7), bei dem die für das Eluat gefundenen Werte mit jenen des 
Originalextraktes annähernd übereinstimmten. Auch dabei ergab sich, 
wie im Falle der Abb. 6, eine schwach hemmende Wirkung wahrschein- 
lich des im Filtrat gelösten Aluminiumoxydes. 

Während aus 96%igem Alkohol die Hauptmenge der Indol-3-essig- 
säure in den beiden obersten Abschnitten (im obersten Viertel) der Säule 

1 Ich danke Herrn H. HôLLER für Mitarbeit bei den ersten orientierenden, sowie 
Herrn H. Aust bei weiteren diesbezüglichen Versuchen. 
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adsorbiert wurde, verteilte sich aus 83%igem Alkohol das Heteroauxin 
auf das oberste Drittel der Säule. 

Eine quantitative Auswertung wurde an einer Aluminiumoxydsäule 
versucht, welche in 8 verschieden lange Abschnitte zerteilt wurde. Jeder 
dieser Abschnitte wurde fiir sich eluiert und getestet. Die folgende 
Tabelle 1 gibt eine Übersicht über die an Hand von Eichkurven be- 
stimmten, eluierten Wuchsstoffmengen und iiber die Konzentration der 
Indol-3-essigsäure in den einzelnen Abschnitten der Säule. 

2% Da die eluierten Wuchsstoff- 
I mengen in jeweils 2g aufge- 
60}- 
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Abb. 5. A 1 mg Indol-3-essigsäure in 10 cm* Abb. 6. A 0,5 mg Indol-3-essigsäure in 
Alkohol, eingedampft und Rückstand in 10 cm’ Alkohol, Rückstand’ im Kressen- 
Lanolinpaste unmittelbar (bzw. in Verdün- wurzeltest getestet. — B Gleiche Lösung, 
nungen) getestet. — B 1 mg Indol-3-Essig- durch Al,0,-Säule gelaufen, Abdampf- 
säure in 10 cm? Alkohol, durch die A1,0,-Säule rückstand im Kressenwurzeltest. 
geschickt und Abdampfrückstand in Lanolin- 

paste aufgenommen und getestet. 





nommen wurden, müßte die Gesamtmenge an wiedergefundener In- 
dol-3-essigsäure eine 1%ige Paste, d.h. einen Konzentrationswert von 


Tabelle 1. Chromatogramm von 20 mg Indol-3-essigsäure aus 83%igem Alkohol 
auf Aluminiumozyd. Bilanzversuch. 
































Aus dem | Aus dem 
Höhe der | winkej- | Zuwachs- Winkel | Wert Z Wert je 
Schicht | Schicht war wert Z ermittelte Wuchs- Mittelwert im 
stoffmenge (Kon- . 
cm % zentrationswerte) 

1 0,85 12,9 114,0 12,0: 10-2 | 1,8 - 107] 1,9. 107 2,2 

2 0,65 — 120,0 — 1,0 - 10-1} 1,0 - 1071 1,5 

3 0,55 21,4 98,2 1,6 - 10-7 | 2,0 - 10-4] 1,8 - 10-1 3,3 

4 1,05 19,6 60,0 1,6 - 10-1 — 1,6 - 10-1 1,3 

5 2,60 26,7 92,0 |6,0- 10-7 | 2,0-107}1,3-107] 0,5 

6 6,50 54,0 32,6 12,5: 1074 |3,0-10-412,8- 10%] 0,4 

7 2,00 20,0 0,6 10,0 0,0 — 0,0 

8 5,80 0,0 8,0 10,0 0,0 — 0,0 
Gesamt — — — 7,6 - 10-2 
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1% ergeben. Tatsächlich wurde jedoch insgesamt nur ein Konzen- 
trationswert von 7,6 - 101 gefunden. Von der verwendeten Indol-3- 
essigsiure konnten somit 76% wiedergefunden werden. 

Dies ist im Hinblick auf die relativ groBen Fehler, welche bei der 
quantitativen Bestimmung des Wuchsstoffes im physiologischen Test 
unterlaufen, ein recht gürstiges- Ergebnis. 


| , 
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“ 


™ 
2 Chromategramm - 
|. Alirat 





| 
Nu 0% 0€ 07% 
Abb. 7. Alkoholische 
Lésungen der angege- 
benenKonzentrationen 
von Indol-3-essigsäure 
wurden durch Al,0,- 
Säulen geschickt. Sie 
wurden vorher (Lö- 
sung) und nachher 

(Chromatogrammfil- 
trat) als Lanolinpaste 
getestet. Die Säulen 

wurden mit n/100 
NaOH eluiert; das neu- 
tralisierte Eluat wurde 
.. ebenfalls in Laaolit® 


getestet (Elgpt)” >» 


Da die Elution der Al,O,-Säulen mit wäßriger NaOH 
mitunter (besonders wenn die Adsorption aus wasserab- 
stoßenden Lösungsmitteln erfolgt ist) nicht befriedigend 
gelingt, kann auch so vorgegangen werden, daß die Säule 
in Säure völlig aufgelöst wird und die Wuchsstoffe durch 
Ausschiitteln mit organischen Lösungsmitteln daraus 
wiedergewonnen werden. 

Es erscheint somit möglich, die in einem Ge- 
misch mehrerer Wuchsstoffe vorhandene Indol-3- 
essigsäure dadurch abzutrennen, daß man den 
alkoholischen Extrakt, wie er aus der Pflanze ge- 
wonnen wird, durch Aluminiumoxyd (BROCKMANN) 
filtriert. Da der Alkohol kein geeignetes Lösungs- 
mittel für chromatographische Zwecke darstellt, 
sondern mehr als Elutionsmittel Verwendung fin- 
det, war zu hoffen, daß bei der Chromatographie 
aus alkoholischer Lösung außer der Indol-3-essig- 
säure andere Wirkstoffe nicht an die Säule adsor- 
biert würden oder daß etwa doch adsorbierte Stoffe 
durch Nachwaschen mit reinem Alkohol. wieder 
eluierbar blieben. 

Zugleich erhob sich die Frage, ob die Adsorp- 
tion der Indol-3-essigsäure an Aluminiumoxyd 
auckyalann in gleicher Weise stattfindet, wenn 


Pflanzenextraktstoffe in der Lösung vorliegen. Es 
wurde deshalb eine Mischung von 5 cm? alkoholischem Sprossen- 
kohlextrakt mit 5 cm? alkoholischer Lösung von Indol-3-essigsäure 
(1,2-10°2%) durch eine 150 mm lange Säule von Aluminiumoxyd 
(BROCKMANN) geschickt. Das Filtrat zeigte keine Farbreaktionen, die 
Hauptmenge des Heteroauxins war in den obersten 10 mm durch Elu- 
tion mit n/100 KOH und Farbreaktion auffindbar, wogegen die unteren 
100 mm der Säule völlig heteroauxinfrei waren und keine Farbreaktion 
zeigten. 
€. Chromatographie des Sprossenkohlextraktes. 

Es erwies sich somit als möglich, auch aus einem Gemisch verschie- 
dener pflanzlicher Extraktstoffe in alkoholischer Lösung die Indol-3- 
essigsäure an Aluminiumoxyd zu adsorbieren. Um zu klären, ob hierbei 
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die anderen, im alkoholischen Extrakt vorhandenen Wuchsstoffe eben- 
falls adsorbiert werden oder ob sie sich im Filtrat wiederfinden lassen, 
war qualitativ schnell dahingehend beantwortet, daB zum mindesten 
ein groBer Teil der pflanzeneigenen Wuchsstoffe die Säule ohne Adsorp- 
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Abb. 9. Eluat (n/100 NaOH, neutralisiert, 
in Lanolinpaste überführt) aus einer Al.O;- 
Säule, durch welche alkoholischer 
Sprossenkohlextrakt gelaufen war. 


Abb. 10. Alkoholextrakt von Sprossenkohl 
im Pastentest, als solcher und nach 
Durchlaufen der Al,0,-Säule. 


annähernd die gleiche Wirksamkeit wie der durch die Säule gelaufene 
(Abb. 8). Beim Durchgießen von 33 cm? Sprossenkohlextrakt, welcher 
einer Pflanzenmenge von 10g Frischsubstanz entsprach, ergab sich 
nach Elution der obersten 25 mm mit n/100 KOH und Neutralisation mit 
n/100 HCl im Kressewurzeltest eine deutliche Hemmungswirkung (von 


65,6%), was zeigt, daß eine ziemlich starke Wuchsstoffwirksamkeit in der 
Säule festgehalten wurde. 




















Abb. 11. 
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In einem etwas größer angelegten Versuch wurde eine 1 g Frisch- 
substanz entsprechende Menge von 10 cm? Alkoholextrakt von Sprossen- 
kohl durch eine etwa 100 mm lange und 7mm im Durchmesser be- 
tragende Säule von Aluminiumoxyd (BROCKMANN) geschickt und mit 
5em* Alkohol nachgewaschen, welcher abgesaugt wurde. Die Säule 
wurde daraufhin mit n/100 NaOH eluiert und das Eluat nach Neutrali- 
sation und Extraktion mit Alkohol sowie anschließender Trocknung in 
Lanolinpaste aufgenommen, welche in verschiedenen Verdünnungen an 
der Avena-Koleoptile getestet wurde. Abb. 9 zeigt an Hand der Längen- 
zuwachswerte (Z in Prozent von K,,), daß in der Säule eine beträchtliche 
Menge an wirksamer Substanz adsorbiert wurde. 

Das durch die Aluminiumoxydsäule gelaufene Filtrat des Sprossen- 
kohlextraktes wurde eingedampft und ebenfalls in verschiedenen Ver- 
dünnungen im Pastentest geprüft. Das Ergebnis ist beiden Darstellungen 
der Abb. 10 zu entnehmen. Sowohl die Auswertung nach Z wie auch 
jene nach dem Krümmungswinkel « ergibt eine schwächere Wuchsstoff- 
wirksamkeit des Chromatogrammfiltrates gegenüber dem gleichen, nicht 
chromatographierten Extrakt, und zwar schien nach dem vorliegenden 
Ergebnis etwa 1/, der gesamten Wirksamkeit im Filtrat auf, während 
etwa ®/, der Wuchsstoffwirksamkeit des Sprossenkohlextraktes von der 
Säule adsorbiert wurden. Die genauere Feststellung der Größe des 
adsorbierten Anteiles erfolgte jedoch in dem folgenden Bilanzversuch. 

In Abb. 11 sind schematisch 2 Säulen dargestellt, deren linke mit 
Indol-3-essigsäure beschickt war, während die rechte mit einem alko- 
holischen Extrakt aus Sprossenkohl versehen worden war. Aus den 
Krümmungsbildern, welche als Beispiele für die Wirkung der Eluate 
der- einzelnen Schichten beigefügt sind, geht klar hervor, daß beim 
Sprossenkohl ein Teil der Wuchsstoffe in der Säule adsorbiert wird, 
während der größere Teil die Säule ohne Adsorption passiert und im 
Filtrat nachweisbar ist. Aus den aus Abb. 12 ersichtlichen Daten ist 
zu entnehmen, daß von der gleich 100 gesetzten Menge des Wuchsstoffes 
im alkoholischen Sprossenkohlextrakt nach Chromatographie im Bilanz- 
versuch insgesamt 93% wiedergefunden werden konnten, und zwar 
70,9% im Filtrat, während nur 22,1% in der Säule adsorptiv fest- 
gehalten worden waren. a 

Ein weiterer Versuch dieser Art brachte die in Tabelle 2 zusammen- 
gestellten Werte. Hierbei wurde eine in 8 Schichten zergliederte Säule 


Abb. 11. Links: Chromatogramm von Indol-3-essigsäure aus 96%igem Alkohol auf 
Aluminiumoxyd. Die gesamte Wirksamkeit bleibt in den obersten Schichten (I und II) 
adsorbiert. Das Filtrat ist praktisch frei von Wuchsstoff. Rechts: Chromatogramm von 
Sprossenkohlextrakt aus Alkohol auf Aluminiumoxyd. Während die oberste Schicht nur 
wenig Wuchsstoff erkennen läßt, ist die Wirkung auf die Schichten II, III, IV und V 
verteilt. Die Hauptmenge der Wuchsstoffwirksamkeit findet sich dagegen im Filtrat, 
obwohl die dazwischenliegenden Schichten VI und VII wuchsstoffunwirksam sind. 
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verwendet (Lésungsmittel 83%iger Alkohol). Die Auswertung erfolgte 
an Hand einer gleichzeitig ermittelten Eickkurve fiir Sprossenkohl- 
extrakt und ergab, daB 72,7% der Wirkstoffe in der Säule adsorbiert 
worden waren, während 28,0% davon im Filtrat wiedergefunden wurden, 
welche die Säule also ohne 








Fluoreszenz: - 7% + x 

mischfarben [I adsorbiert zu werden durch- 
geb LL laufen hatten. Die Summe von 
‚gelblich u 100,7% zeigt, daß mit einem 
bläulich " — unbedeutenden Fehler die ge- 
Hau vi ae samte Menge der Sprossen- 
w kohlwuchsstoffe wiedergefun- 

den wurde, daß also auch die 

u + Elution der Säule eine voll- 


ständige war. 


Indol-3-essigsäure kénnte, 
u wie aus dem Versuch der Ta- 














rotviolett = 
belle 1 und der Abb. 6A her- 
vorgeht, ebenfalls annähernd 
: — quantitativ durch Elution ge- 
pere | wonnen und an Hand einer 
gleichzeitig bestimmten Eich- 
ET Le kurve bestimmt werden. Da 
I jedoch die beiden Eichkurven 
z für Indol-3-essigsäure und 
LA für Sprossenkohlextrakt nicht 
VI identisch sind und verschie- 
Ha dene Charakteristik aufweisen, 
Summe ist es nicht möglich, die fiir 


Extrakte gewonnenen Werte 
ot wt a 7 vn in Indol-3-essigsäure-Aquiva- 
Abb. 12. S kohlextrakt, Chromatogramm lenten auszudrücken. Es ist 


v 


wp pe à {Originalextrekt) 7 daher auch nicht möglich, in 
Gemischen von Indol-3-essig- 


säure mit Extraktwuchsstoffen eine Bilanz aufzustellen, wie sie für 
reine Wuchsstoffe bzw. Extrakte allein gelingt. 


Wollte man dennoch eine quantitative Auswertung versuchen, so müßte man 
jeweils erst prüfen, ob die Charakteristik der Eichkurven für die Komponenten 
des Gemisches übereinst mmt oder nicht. Die Übereinstimmung der an Hand der 
Winkelwerte gefundenen Wuchsstoffmengen bzw. Konzentrationen mit jenen, 
welche an Hand der Z-%-Werte gefunden werden, ist hierfür ein Maßstab. Die 
Diskrepanz der Zahlen in den beiden Versuchen der Abb. 9/10 und 11/12 kann 
zunächst nicht geklärt werden. Es ist möglich, daß der verschiedene Wassergehalt 
der alkoholischen Extrakte eine Verschiebung im Verhältnis der adsorbierten zur 
nichtadsorbierten Wuchsstoffmenge herbeigeführt hat oder daB.bei den verwendeten 
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Tabelle 2. Chromatographie eines alkoholischen Extraktes (83% Alkohol) von 2g 
Frischsubstanz Sprossenkohlextrakt an einer Säule (2,0/20 cm) von Aluminiumoxyd 
(Brockmann). Elution mit n/10 NaOH, Neutralisation und Alkoholextraktion. 
Prüfung im Pastentest. Die Wuchsstoffk« tration einer Paste, welche den Ex- 
trakt in der gleichen Menge enthält, wie er in der frischen Pflanze vorlag, ist nK = 1 
gesetzt; die Eluate wurden ebenfalls in je 2g Paste übergeführt. (Vs. 236.) 





























Säulen- Lange di Wuchsstoffk t der 
cece | ence | "Pete Eee | rat 

Nr. cm Winkel’ | Z-% 

1 0,85 2,0 - 1074 0 1,2. 1074 0,00012 

2 0,65 6,3 - 10"? 4,2 - 10? 5,2 - 10? 0,052 

3 0,55 6,0 - 102 6,6 - 10? 6,3 - 10-? 0,063 

4 1,05 8,0- 102 1,0 - 1071 0,9 - 10-1 0,09 

5 2,60 9,0 - 102 2,0 - 1071 1,5 - 1071 0,15 

6 6,50 2,8 - 1071 2,7 - 1071 2,8 - 10-1 , 

7 2,00 6,6 - 10"? 7,0 - 1072 6,8 - 10"? 0,068 

8 5,80 1,6 - 10"? 3,2 - 102 2,4 - 10? 0,024 
Summe 20,00 0,72712 
Filtrat — 3,7 - 1071 2,0 - 10-1 2,8 - 10-1 0,28 
Gesamt — — | _ — 1,007 











Extrakten tatsächlich verschiedene Mengenverhältnisse beider Wuchsstoffe be- 
standen hatten. Hier kommt es uns zunächst nur darauf an, zu zeigen, daB sich 
eine Trennung von zwei verschiedenen Wuchsstoff-Fraktionen auf chromatographi- 
schem Wege überhaupt erzielen läßt. 

Da somit ein Teil des Wuchsstoffes aus dem Sprossenkohlextrakt in 
ähnlicher Weise wie die Indol-3-essigsäure aus Alkohol an Aluminium- 
oxyd adsorbierbar ist, erhebt sich die Frage, ob es sich bei diesem Teil 
nun wirklich um Indol-3-essigsäure handelt oder ob in der Säule auch 
noch ein anderer Wuchsstoff des Sprossenkohls adsorbiert wird. Diese 
Frage kann exakt erst nach weiterem Studium beantwortet werden, 
wenn eine Trennung des Eluates der wirksamen Schichten des Adsorbates 
aus Alkohol an Aluminiumoxyd in anderen Lösungsmitteln und an 
anderen Adsorbentien versucht worden sein wird. Dagegen konnte 
sofort versucht werden, nachzuprüfen, ob die an Aluminiumoxyd adsor- 
bierten Wuchsstoffmengen die Uroroseinreaktion geben und sich somit 
— zum Teil wenigstens — als Heteroauxine vom Indoltypus erweisen 
würden. Tatsächlich konnte im Eluat von Säulen, welche von alkoholi- 
schen Sprossenkohlextrakten durchlaufen worden waren, wenn genügend 
große Mengen zur Anwendung gelangten, ein positiver Ausfall der Uro- 
roseinreaktion erhalten werden, welcher auf das Vorhandensein von 
Heteroauxin hinweist. Es kann somit als nachgewiesen gelten, daß 
auch im Sprossenkohlextrakt Heteroauxin vorhanden ist bzw. daß 
Wuchsstoffe vom Indoltypus darin vorliegen. Es konnte jedoch bisher 
keine Uroroseinreaktion in den wuchsstoffwirksamen Filtraten aus den 
Aluminiumoxydchromatogrammen erhalten werden, was wahrscheinlich 
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macht, daß die an Aluminiumoxyd aus Alkohol nicht adsorbierbaren 
Wuchsstoffe von anderer Natur sind und nicht dem Indoltypus ange- 
hören. Es bleibt noch zu klären offen, ob es sith bei diesen sehr stark 
wirksamen Stoffen um die Kögtschen Auxine handelt oder ob man es 
mit bisher noch unbekannten Wuchsstoffen zu tun hat. 

Im Zusammenhang mit dieser Frage wurden einige orientierende 
Versuche durchgeführt, deren Ergebnisse zeigen, daß eine weitere chro- 
matographische Trennung der an Aluminiumoxyd nicht adsorbierten 

Wuchsstoffe an anders- 
Tabelle 3. Chromatographie einer Petrolätherlösung artigen Adsorptionsmit- 
der aus Alkohol nicht an Aluminiumoxyd adsor- 4.) möglich sein dürfte. 


bierten Wuchsstoffe des Sprossenkohlextraktes an : v a 
einer Säule (2,0/22 cm) von Puderzucker. Prüfung Die alkoholische Lö- 


im Pastentest. Ausgangsmenge 10 nK=100%. sung eines Sprossenkohl- 


extraktes wurde nach 





























Wuchsstoff- 

in Pro- i ~ 

saulen- | Lange ue RS Durchlaufen einer Alu 
abschnitt Z-% | aus Z-%'an |Winkela miniumoxydsäule —also 

schnittes einer Sprossen- 

| kohlextrakt- nach Abtrennung der he- 
Nr. cm a teroauxinartigen Wuchs- 

1 3.8 | +333 0,3 + 18,7 stoffe vom Indoltypus - 
2 4,0 | +13,3 0,1 —15,6 zurTrockneeingedampft 
- 2 2 as = * 2 eu und der Rückstand in 
5 35 | +447 0,7 +132 Petroläther aufgenom- 
6 2,7 | +736 | 6,4 +66,0 men. Diese Lösung 
Summe | 22,0 _ | 65,35 _ wurde dann an einer 
Filtrat —_1 +518 1 +283 Säule von Puderzucker 
Gesamt | — — | 66,35 _ chromatographiert, wo- 








1 Die Abweichungen dieser Bilanz sind relativ bei mit reinem Petrol- 
groß, weil die Eichkurve nicht gleichzeitig ermittelt ;ther so lange nachge- 
wurde. ‚ , 

waschen wurde, bis die 
Chlorophylle in das Filtrat übergegangen waren. Die ‚‚Elution‘‘ erfolgte 
in diesem Falle durch Auflösen der Säulenabschnitte mit Wasser und 
Ausschütteln mit peroxydfreiem Äther. Der nach dem Verdampfen des 
Äthers bleibende Rückstand wurde in Lanolinpaste überführt und ge- 
testet. Die Chromatogrammsäule wurde hierbei in 6 Abschnitte geteilt, 
von welchen nur der unterste im Ultraviolettlicht noch etwas rote 
Chlorophylifluoreszenz erkennen ließ. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3 zusammengestellt. 

Die beiden oberen Abschnitte der Puderzuckersäule enthalten danach 
einen Wuchsstoff, der sich durch die fast wuchsstofffreie Säulenzone 3 
von der weitaus größeren Menge eines zweiten Wuchsstoffes abgrenzt, 
welcher sich sowohl in den Abschnitten 4—6 der Säule wie zum Teil 
auch im Filtrat vorfindet (bei einem zweiten analogen Versuch, dessen 
Ergebnisse mit den hier besprochenen im Prinzip übereinstimmten, 
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blieb das Filtrat wirkungslos und die gesamte Wuchsstoffmenge der 
zweiten Art in der Zuckersäule adsorbiert). Es ist hierbei von besonderem 
Interesse, daB der in Säulenabschnitt 1 adsorbierte Wuchsstoff trotz 
seiner geringen Menge — welche eine positive Kriimmung infolge Uber- 
dosierung, wie wir sie von der Indol-3-essigsäure kennen, ausschlieBt — 
positive Kriimmungen ergibt. (Abschnitt 2 gibt möglicherweise einen 
Mischwert aus den in 1 und 3 vorhandenen Stoffen.) Während bei 
Elution des an einer Aluminiumsäule adsorbierten Wuchsstoffes aus 
Sprossenkohl das normale Kriimmungsverhalten des Wuchsstoffes im 
Sinne der Indol-3-essigsäure beobachtet wird, zeigt der in den obersten 
Schichten an Puderzucker (aus Petroläther) adsorbierte Sprossenkohl- 
Wuchsstoff ein abweichendes Verhalten insofern, als er an Stelle der bei 
gleicher Wirkung auf Z-% zu erwartenden negativen Krümmungswinkel 
positive ergibt und überhaupt keine negativen Krümmungen zu be- 
wirken scheint. In dieser Hinsicht unterscheidet sich der erwähnte 
Wuchsstoff auch in charakteristischer Weise von den Auxinen KÔGLs, 
von welchen ihr Vermögen, negative Krümmungswinkel zu erzeugen, 
bekannt ist, das ja zu ihrer Isolierung geführt hat. Der zweite, in den 
unteren Abschnitten der Zuckersäule vorhandene Wuchsstoff zeigt eben- 
falls nur positive Winkelwerte, doch nur dort, wo so große Mengen davon 
vorliegen, daß sie durch Überdosierung (im Sinne des üblichen Krüm- 
mungsverhaltens der Wuchsstoffe) erklärbar sind. Wo er nur in geringen 
Mengen vorliegt (Abschnitte 3 und 4), läßt er erwartungsgemäß negative 
Krümmungen erkennen. 

Auf das Voriiegen eines Wuchsstoffes, der trotz fördernder Wirkung 
auf das Längenwachstum keine negativen (von der Pastenseite weg 
gerichteten) Krümmungswinkel zustande kommen läßt, hat meines 
Wissens bisher niemand aufmerksam gemacht und es bleibt zu unter- 
suchen, auf welchen Umstand dieses sonderbare Verhalten eines Wuchs- 
stoffes zurückgeführt werden kann. 


Außer auf Puderzucker wurde eine Trennung der nicht indolartigen 
Wuchsstoffe des Sprossenkohlextraktes auch noch aus Petroläther an 
Kalziumkarbonat versucht. Hierbei wurden ganz ähnliche Werte er- 
halten wie bei Verwendung von Puderzucker als Adsorptionsmittel 
(Vs. 310a). 

Benzol als Lösungsmittel. 


Ähnlich liegen die Verhältnisse, wenn anstatt Alkohol als Lösungs- 
mittel Benzol verwendet wird. Wie Abb. 13 an einem mit dem in Abb. 11 
wiedergegebenen Versuch übereinstimmenden Beispiel zeigt, wird in 
den benzolischen Chromatogrammfiltraten aus Aluminiumoxyd-(Brock- 
MANN) Säulen wesentlich weniger Wuchsstoffwirksamkeit angetroffen als 
in den alkoholischen Filtraten: aus Benzol werden also wesentlich 


Planta. Bd. 39. 27 
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größere Wuchsstoffmengen an der Säule adsorbiert als aus Alkohol. 
Dies steht mit allen sonstigen Erfahrungen über das Verhalten der 
beiden Lösungsmittel bei der chromatographischen Adsorptionsanalyse 
in Übereinstimmung. Die für den Zuwachs Z gefundenen Werte lassen 
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‘Abb. 13. Benzolische Lösung aus 
dem Rückstand eines Alkohol- 
extraktes von Sprossenkohl im 
Pastentest, als solche und nach 
Durchlaufen der Al,0,-Säule. 


im vorliegenden Falle leider keine ein- 
deutige Auswertung zu, da der bei der 
Konzentration n/10 gefundene Wert mit 
einer zu großen Abweichung behaftet zu 
sein scheint; die für die Krümmungswinkel 


aufstellbaren Kurven, welche nur geringe 


Sicherheit bieten (Abb. 13 unten), ergaben, 
daß im vorliegenden Falle nur etwa 1% 
der gesamten Wuchsstoffwirksamkeit des 
Extraktes von der Säule (aus Benzol) nicht 
adsorbiert wurde. Tatsächlich werden je- 
doch, wie der folgende Versuch zeigt, etwa 
10% der Wirksamkeit in benzolischer Lö- 
sung von der Al,O,-Säule durchgelassen. 

Um festzustellen, für welche Mengen 
an Extraktsubstanz eine Säule ausreicht, 
wurden verschiedenen Mengen Frischsub- 
stanz entsprechende Extraktmengen an 
gleichen Säulen chromatographiert und der 
Wuchsstoffgehalt der Chromatogrammfil- 
trate bestimmt. 

Der alkoholische Extrakt aus Sprossen- 
kohl wurde zur Trockne eingedampft und 
mit Benzol aufgenommen, wobei die benzol- 
unlöslichen Bestandteile abgetrennt wur- 
den. Durch Aluminiumoxydsäulen von je 
10cm Länge und 7 mm Durchmesser wur- 
den solche Mengen des benzolischen Ex- 
traktes gegossen, welche jeweils 4, 2, 1 und 
0,1 g Frischsubstanz an Sprossenkohl unt- 
sprachen. Der Wuchsstoffgehalt der Chro- 
matogrammfiltrate wurde an Hand der 
Z-Werte gemäß Abb. 14 durch Ablesung 


an einer entsprechenden Eichkurve für Sprossenkohlextrakt (benzol- 
lösliche Bestandisik:) festgestellt und mit den Gehalten der ent- 
sprechenden Lösungen vor dem Durchlaufen der Chromatogrammsäulen 


verglichen (Tabelle 4). 


Von einer Menge von 4 g (Frischsubstanz) je Säule wurde also noch 
ein Anteil von fast 80% der gesamten Wuchsstoffwirksamkeit in der 
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Säule festgehalten, bei kleineren Mengen sogar ein Anteil von 90% und 
mehr. Die Adsorption an Aluminiumoxyd aus benzolischer Lösung 
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Abb. 14. Oben: An der für Sprossenkohlextrakt un ne Konzentrations-Wirkungs- 
kurve (Eichkurve) werden die für benzolische Chr t filtrate gefundenen Werte 
(lotrechte Linien) eingetragen und deren Wuchsstoffgehalt an der Eichkurve abgelesen 
(vgl. die neben den Linien angeführten Konzentrationsangaben). — Unten: Die stark 
ausgezogenen Pfeil-Linien geben die bei den entsprechenden Chromatogrammfiltraten 
gefundenen Kriimmungswinkelwerte an, die stark ausgezogene Kurve gibt die aus diesen 
Werten erhaltene Konzentrations-Krü irkungskurve wieder. Die punktiert aus- 
gezogene Kurve gibt die für die Eichkurve des Sprossenkohlextraktes (in ungleichzeitigen 
Versuchen) gefundene Konzentrations-Krümmungswinkelkurve, welche von der ausgezogen 
gezeichneten Kurve nicht wesentlich abweicht. Die punktiert eingetragenen Pfeillinien 
geben die für die Chromatogramm-Filtrate an Hand der Krümmungswinkel gefundenen 
Konzentrationen (an der Abszisse ablesbar) an (vgl. Tabelle 2). 
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isch aus benzolischer Lösung an Aluminium- 





Tabelle 4. Abhängigkeit der chromatograp 
oxydsäulen adsorbierten re von der durch die Säulen geschickten 
Gesamimenge an Sprossenkohlextrakt. 




















Gram, Pr Tchat dee Chromatagregmntrats | pont des achat warden 
sprechende Menge} stanz je Säule, berechnet nach von der Säule 
an Sprossenkohl- 
extrakt je Säule Z-Werten | a-Werten adsorbiert durchgelassen 
| 
4,0 0,800 | 0,670 80,0—83,3 16,7—20,0 
2,0 0,027 0,025 98,6—98,7 1,3— 1,4 
1,0 0,099 0,130 87,0—90,1 9,9—13,0 
0,1 0,009 0,010 90,0—91,0 9,0—10,0 
7% scheint danach geeignet, einen Hauptanteil, aber 
Pr nicht die gesamte Menge des in benzolischer 
An ° Lésung vorliegenden Wuchsstoffes aus dieser 
pial N 25 Lösung zu entfernen. 
an ° . . Pr? 
© sok EEE Daß die Indol-3-essigsäure aus Benzol ebenso 
&, wie aus Alkohol an die Aluminiumoxydsäule 
| adsorbiert wird, geht aus den Ergebnissen des 
Pr „Fürat in Abb. 15 dargestellten Versuches hervor, bei 
o)———— dem verschiedene Mengen an Indol-3-essigsäure 
80 einerseits in alkoholischer, andererseits in ben- 
° aus Benzol i ö j r 
S20. os Altabal zolischer Lôsung chromatographiert wurden, 
r , wobei sich zeigte, daß auch die relativ große 








97 5 # Menge von 10 mg Indol-3-essigsäure je Säule 
wart (von etwa 100 mm Länge und 7 mm Quer- 
pe ru Mu ‘on schnitt) aus beiden Lösungsmitteln vollständig 
Indol-3-essigsäure an Alu- adsorbiert wird. 
Een Nach den bisher NEE Ergebnissen 
Filtrate aus denChromato- besteht also die Möglichkeit, aus alkoholischen 
grammen sind frei von 2 >? ee nae 
Wuchsstoff. Extrakten zunächst die Indol-3-essigsäure durch 
Adsorption an Aluminiumoxyd zu entfernen, 
diese daraus zu eluieren und zu bestimmen, sowie anschlieBend den 
Extrakt in Benzol oder in andere organische Lösungsmittel überzuführen 
und nun an Aluminiumoxyd oder anderen Adsorptionsmitteln neuer- 
dings zu chromatographieren, wobei zu hoffen wäre, daß man vielleicht 
eine Auftrennung der verschiedenen wirksamen Nichtheteroauxine an 


einer Säule erzielen könnte. 


D. Chromatographie des Fliederextraktes. 

Alkoholische Extrakte aus Fliederblättern (Alkoholgehalt etwa 83% ) 
wurden in gleicher Weise wie die alkoholischen Extrakte aus Sprossen- 
kohl durch Aluminiumoxyd-(BROCKMANN)Säulen geschickt. Es zeigte 
sich hierbei, daß weder Wuchsstoffe noch Hemmstoffe an der Säule 
adsorbiert wurden: Aus den verschiedenen, auf Grund unterschiedlicher 
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Fluoreszenzfarben trennbaren Säulenabschnitten waren keine wirksamen 
Eluate zu gewinnen und die gesamte Wirksamkeit des Rapshins war 
im Filtrat aus der Säule wiederzugewinnen. 

Es bietet sich damit die Méglichkeit an, die Wuchsstoffe der Hetero- 
auxingruppe (Indol-3-essigsäure u. 4.) neben pflanzlichen Hemmstoffen 
vom Typus des Fliederextrakthemmstoffes durch Chromatographie aus 
alkoholischer Lösung an Aluminiumoxyd nachzuweisen und sie von 
diesen abzutrennen. Ein diesbezüglicher Versuch brachte die folgenden 
Ergebnisse: 

Einer 100g Syringa-Frischsubstanz entsprechenden Menge eines 
alkoholischen Extraktes (83%) aus Fliederblättern wurden 6 mg Indol-3- 
essigsäure zugesetzt und der Extrakt nacheinander durch drei 2,0/20 cm- 
Säulen mit Aluminiumoxyd (BROCKMANN) chromatographiert. Das Fil- 
trat aus diesen Chromatogrammen wurde zur Trockne eingedampft und 
der Rückstand mit Petroläther aufgenommen. ‘Dann wurde diese Lösung 
durch zwei gleichgroße Säulen von Puderzucker geschickt. Die Elution 
der nach der Verschiedenartigkeit der Fluoreszenzfärbung getrennten 
Säulenabschnitte erfolgte in der bereits beschriebenen Weise. Die in 
der folgenden Tabelle 5 wiedergegebenen Testergebnisse beziehen sich 
auf je 2 g Paste, welche die eluierten Wirkstoffmengen enthielt. Befände 
sich die gesamte zugegebene Menge an Indol-3-essigsäure in 2 g Paste, 
so würde diese die Konzentration 3 - 101% besitzen. Die Ergebnisse 
der Tabelle 5 zeigen nun, daß praktisch die gesamte Wuchsstoffwirkung 
in den 3 Aluminiumoxydsäulen adsorbiert wurde, während am Puder- 
zucker fast ausschließlich Hemmstoffwirksamkeit adsorbiert blieb. Ein 
Teil von dieser ging in das letztlich verbleibende Filtrat über. Die 
Wuchsstoffwirksamkeit der einzelnen Eluate wurde durch Ablesung an 
einer Vergleichskurve für verschiedene Konzentrationen von Indol-3- 
essigsäure in entsprechenden Indol-3-essigsäure-Mengen ausgedrückt. 
Die Summe de in den einzelnen Abschnitten (1—9 der Al,O,-Säulen 
und 1 der Puderzuckersäule) gefundenen Wuchsstoffwirksamkeiten 
ergibt eine wiedergefundene Wuchsstoffmenge von 93%, so daß die 
Bilanz für Indol-3-essigsäure nahezu quantitativ verlaufen ist. 

Ein zweiter Versuch mit analogem Ansatz und gleicher Durchführung 
brachte infolge Fehlens einer gleichzeitigen Eichkurve keine quantitativ 
bewertbare Bilanz, erwies sich qualitativ jedoch als mit dem ersten 
Versuch übereinstimmend. Die gesamte Wuchsstoffwirksamkeit war 
in den Abschnitten 1—9 der ersten beiden Al,O,-Säulen lokalisiert sowie 
auch in den drei obersten Schichten (1—12) der dritten Al,O,-Säule. 
Die letzten Schichten dieser Säule enthielten einen Großteil der Hemm- 
stoffwiıksamkeit, deren Rest sich in den Abschnitten 3—11 der beiden 
Puderzuckersäulen fand. Der Versuch an Hand einer Eichkurve, für 
Hemmstoff eine quantitative Bilanz aufzustellen, mißlang in vorliegen- 
dem Falle, da sich dabei anstatt 50 n nur insgesamt 1,83 n (vgl. Tabelle 5) 


Planta. Bd. 39. 27b 
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Tabelle 5. Chromatographie eines Gemisches von Syringa-Extrakt + Indol-3-essig- 
säure (in Pastenform 50n und 3- 101%). 
Versuch I (319/21). Auswertung fiir Hemmstoff nach Abb. 13. 





























Alkohol/A1,0, Petroläther/Zucker 
Schicht- Te 
r. ‘ents Tr. ioe EE ai 
Z-% mer x) % Z-% rat | Yo 
1 +14,3 | 2,5-10-*| 0,09 1 + 4,9 | 1-10 | 0,04 
2 +70,3 | 2,8. 10 9,3 2 — 16,2 0,18n | — 
3 +78,1 | 22-101 | 73,4 3 — 11,3 | 0,16n | — 
4 + 59,9 | 1,6- 10? 5,3 4 — 7,3 | 0,13n | — 
5 |+ 59! 1-10+| 0,04 De Spee attics Me 
6 + 22,1 1- 10-3 0,33 6 — 32,2 0,32n — 
7 + 6,1 1- 10-4 0,04 7 — 19,6 0,20n — 
8 +123| 3-10! 0,10 à —158  0l8n | - 
. +551| 13.10+| 44 9 —19,3 | 0,20n . 
n ¥ . 10 — 11,3 0,16n - 
Ubertrag — 1-10-* | 0,04 FÜbertrag, — Tu Zr 
Filtrat — — _ Filtrat — 18,1 0,19n = 
Summe 2,79- 10-1 | 93,04 | Summe 1,83n — 





in den einzelnen Abschnitten nachweisen ließen. Es muß vorläufig 
unentschieden bleiben, ob das Fehlen einer gleichzeitigen Bestimmung 


einer Eichkurve diesen Umstand 
Tabelle 6. Chromatographie von Syringa- u À 
Extrakt [durch Adsorption an Aluminium- verursacht. oder ob die W irksam- 
oxyd aus Alkohol (83%ig vorgereinigt)] keit der Hemmstoffe bei deren 
aus Petroläther an Puderzucker. Werte in Trennung voneinander vermin- 
Z-% (+ = Förderung; — = Hemmung). dert wird, wobei —- im Hinblick 








Säulen- | Tet- | Wirkung auf einen im folgenden noch er- 
u | ee entspricht wähnten Versuch — der ersteren 
Deutung mehr Wahrscheinlich- 

+ 38 | keit zukommt. Die beiden ersten 


| Zube | (Meet) Abschnitte der Puderzuckersäule 


+ 8,5 | (Wuchsstoff?) zeigten eine geringe Wuchsstoff- 
+ 14 | (Honntol wirksamkeit, was schließen ließ, 
Filtrat — 28,7 | Hemmstoff daß im Syringa-Extrakt neben 
der Hemmstoffkomponente noch 
eine geringe Menge eines nicht heteroauxinartigen Wuchsstoffes vor- 
liegt. Für das Vorhandensein einer nicht heteroauxinartigen Wuchs- 
stoffkomponente im Syringa-Extrakt (Petroläther/Zucker-Chromato- 
gramm) spricht auch das Ergebnis des folgenden Versuches. 

Eine 100g Fliederblättern (frisch) entsprechende Menge von alkoholi- 
schem Extrakt wurde durch eine 2,0/20 cem-Säule Aluminiumoxyd (Brock- 
MANN) geschickt ; das durchgelaufene Filtrat wurde abermals durch 
eine frische, gleiche Säule geschickt und das so erhaltene Filtrat wurde 
nun durch eine dritte, gleiche Säule laufen gelassen. Nach den Fluores- 
zenzfarben wurden die Säulen in insgesamt 11 Abschnitte aufgeteilt und 
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jeder Abschnitt für sich eluiert. Die Testungen der einzelnen Eluate 
(nach Neutralisation, Extraktion mit Alkohol und Überführung des 
Trockenriickstandes in Lanolinpaste) ergaben Werte, welche die Fehler- 
grenzen der Testmethode nicht überstiegen, und lieBen so keinerlei 
Wirkung erkennen. Das Filtrat aus den drei Säulen wurde zur Trockne 
eingedampft, der Riickstand in Petroläther aufgenommen und nunmehr 
an einer Säule von Puderzucker (2,0/20cm) chromatographiert. Die Säule 
wurde in 6 gleich lange Abschnitte zerteilt und zeigte nur im untersten 
Abschnitt (6) einen grünlichen, rotfluoreszierenden Farbstoff (wahr- 
scheinlich Chlorophyll). Die Elution der einzelnen 1 10 100% 
Abschnitte brachte die folgenden, in Tabelle 6 . x 
zusammengestellten Ergebnisse, welche zeigen, 
daB sich im Fliederextrakt anscheinend zweierlei 
verschiedene Hemmstoffe befinden, da deutlich -w} », (6) 
zwei verschiedene Zonen mit Hemmstoffwirkung _, 
zu beobachten sind (Zone 2 und 6 sowie Filtrat), ee P 
welche durch eine Zone allerdings recht gering- 
fiigiger Wuchsstoffwirkung getrennt erscheinen. 
Die in den Säulenabschnitten 2 und 6 vorliegen-  -®F \ 1 
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den Hemmstoffmengen sowie die im Filtrat nach- -sL 
weisbare Menge an Hemmstoff ergeben zusammen, _7y|_ 
wie aus deren quantitativer Bestimmung an Hand _ a 
der gleichzeitigen Eichkurve (vgl. Abb. 16) hervor- 72% 


geht, die Summe von 100,2%, s&daB auch hier mit > “en 
kleinem Fehler eine Bilanz aufstellbar ist. In Ab- stoffgehaltes der Säulen- 
schnitt 2 liegen dabei 56,0% der gesamten Hemm- nn wo 


stoffwirkung lokalisiert, in Abschnitt 6 16,0% und u den 
im Filtrat aus dem Chromatogramm 28,2%. ee 





Zusammenfassung. 

1. Bei Verwendung von Alkohol als Lösungs- und Aluminiumoxyd 
als Adsorptionsmittel läßt sich Indol-3-essigsäure chromatographisch ad- 
sorbieren und aus einem Gemisch anderer Wuchsstoffe abtrennen. 

2. Durch Eluieren mit verdünnter Alkalilauge, Neutralisation, Trock- 
nen und Extraktion mit einem organischen Lösungsmittel läßt sich die 
Indol-3-essigsäure aus den Säulenabschnitten zurückgewinnen. 

3. Sprossenkohlextrakte ergeben bei gleichartiger Chromatographie 
zweierlei Wuchsstoff-Fraktionen: eine an Aluminiumoxyd adsorbierbare 
und eine die Säule ohne Adsorption durchlaufende. 

4. Der an Aluminiumoxyd adsorbierbare Anteil der Wuchsstoffe des 
Sprossenkohlextraktes ergibt die Uroroseinreaktion und kann daher 
(wenigstens zum Teil) als Heteroauxin betrachtet werden. 

5. Der an Aluminiumoxyd aus Alkohol nicht adsorbierte Wuchsstoff 
des Sprossenkohlextraktes kann aus Petroläther an Puderzucker (oder 
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CaCO,) adsorbiert werden, trennt sich dabei in zwei wirksame Kompo- 
nenten, deren eine anstatt negativer positive Krümmungen der Avena- 
Koleoptile bewirkt, trotzdem kein Überdosierungsphänomen vorliegt. 

6. Bei Verwendung von Benzol als Lösungsmittel und Aluminium- 
oxyd als Adsorptionsmittel werden prinzipiell analoge Ergebnisse er- 


halten. 
7. Der Hemmstoff des Fliederextraktes wird bei Chromatographie 


aus alkoholischer Lösung an Aluminiumoxyd nicht adsorbiert und kann 
zur Gänze im Filtrat aufgefunden werden. 

8. Der (im Filtrat vorliegende) Hemmstoff des Fliederextraktes kann 
aus Petroläther an Puderzucker chromatographiert werden und erweist 
sich aus mindestens zwei chromatographisch trennbaren, hemmend wirk- 
samen Stoffen zusammengesetzt. 

9. Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse erscheint es aussichtsreich, 
die chromatographische Methode zur Untersuchung pflanzlicher Wuchs- 
und Hemmstoffe heranzuziehen und die verschiedenen, in den Pflanzen 
vorkommenden Wuchs- und Hemmstoffe voneinander zu trennen. Es 
bleibt weiteren Versuchen überlassen, festzustellen, ob die chromato- 
graphische Methode geeignet ist, eine quantitative Bestimmung von 
Wuchs- und Hemmstoffen in pflanzlichen Materialien bzw. Extrakten 
* aus solchen zu ermöglichen. 
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UBER DIE MOGLICHKEITEN 
DER PERIKLINALCHIMARENBILDUNG BEI GRASERN. 


Von 
CHARLOTTE THIELKE. 
Mit 20 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 26. Februar 1951.) 


A. Einleitung. 

Im Zusammenhang mit den Fragen nach der Natur der Periklinal- 
chimären läßt sich ganz allgemein sagen, daß diese nur an solchen 
Phanerogamen auftreten können, die einen Vegetationspunkt mit ge- 
schichtetem Bau besitzen. Für die Gymnospermen schien diese Voraus- 
setzung zunächst nicht zuzutreffen; und tatsächlich sind bisher für die 
Nacktsamigen als panaschierte Pflanzen nur Sektorialchimären be- 
schrieben worden (Küster 1919). Die Gräser sollten nun insofern auch 
einen Grenzfall darstellen, als sie nach den genauen Untersuchungen 
der Schüler Bupers (RösLer 1928; Krızm 1936) einen mit nur ein- 
schichtiger Tunica versehenen Vegetationspunkt hätten. Bei einem 
solchen Bau ist die Möglichkeit zur Entstehung von haplochlamydischen 
Periklinalchimären zwar ohne weiteres gegeben; man muß sich nur 
darüber klar sein, daß eine solche Struktur, vor allem bei weißbunten 
Pflanzen, nur dann erkennbar ist, wenn die Außenkomponente außer 
der Epidermis noch weiteres Gewebe hervorbringt und bei Blättern 
etwa Teile des Mesophylls erzeugt. Dazu muß gefordert werden, daß 
am Aufbau desjenigen Organs, das Chimärenbau zeigen soll, auch die 
Innenkomponente teilnimmt. Außerdem sollte man bedenken, daß bei 
der Wachstumsweise des parallelnervigen Monocotylenblattes die Peri- 
klinalchimärenstruktur des Stengels hier am Blatt in Form einer schein- 
bar sektorialen Gewebeverteilung, meistens als Randstreifigkeit er- 
scheinen wird, wie es für Chlorophytum, Funkia u.a. gezeigt werden 
konnte (RENNER 1936b, THTELKE 1948a). Für die Blätter von Triticum 
konnte nun in einer der oben erwähnten Arbeiten (RösLer 1928) nach- 
gewiesen werden, daß sie vorwiegend, wenn nicht ausschließlich, derma- 
togenen Ursprungs sind. Für Avena gilt das dagegen nur bedingt. Hier 
dürfte also eine eventuell vorhandene Periklinalehimärenstruktur zu- 
mindestens in den Blättern kaum vorkommen. 

Diese sehr klaren, aber doch nur auf wenige Arten ausgedehnten 
Arbeiten haben nun vielfach in zusammenfassenden Darstellungen, Lehr- 
büchern u. a. zu einer Verallgemeinerung in der Weise geführt, daß der 
Bau des Scheitels mit einschichtiger Tunica und die rein epidermale 
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Entstehung der Blätter für die ganze Familie der Gramineen Gültigkeit 
haben sollten. Aus diesem Grunde deutet auch RENNER (1936a, S. 245) 
die durch das Vorhandensein von zweierlei Plastiden entwicklungs- 
mechanisch bedingte Panaschüre bei Gräsern als dem Status alboma- 
culatus entsprechend, der hier in Form einer Buntstreifigkeit erscheint, 
und lehnt periklinalchimärischen Bau wenigstens für Triticum, Avena 
und Secale ab. 

Inzwischen hat sich an einem ganz anderen Beispiel gezeigt, wie 
vorsichtig man sein muß, wenn man eine für einige Pflanzen erkannte 
histologische Struktur auch für andere aus dem gleichen Verwandt- 
schaftskreis annimmt. Arten der gleichen Gattung und vielleicht auch 
Varietäten der gleichen Art können nach Buper (1928) unterschiedliche 
Schichtungen am Scheitel aufweisen. So gelang unter den Gymno- 
spermen bei Ephedra fragilis var. campylopoda die Entdeckung eines 
Vegetationskegels mit echter einschichtiger Tunica (SEELIGER 1944). 
Man wird schließlich doch die Entwicklungsgeschichte jeder einzelnen 
Form studieren müssen. 

In der älteren Literatur hat zwar HANSTEIN (1868) seine 3 Histogene 
auch bei Brachypodium und Zea mays gefunden und auch DouLioT (1890) 
deckte sie bei Phragmites communis und Baldingera arundinacea auf; 
er glaubte noch, daß jedes Histogen nur eine Scheitelzelle besäße. 
Später aber widerruft DouL1oT (1891) seine für die Gramineen geäußerte 
Meinung, und er gilt heute als derjenige, der die Bedeutung des Dermato- 
gens für die Entwicklung des Grasblattes zuerst erkannt hatte, trotzdem 
er auch die Blattentwicklung auf die Tätigkeit von nur einer Scheitelzelle 
zurückführte. KORSCHELT (1884) fand an der Spitze des Scheitels aller 
von ihm untersuchten Pflanzen (von den Gräsern waren es Eulalia 
japonica, Saccharum officinarum, Festuca rubra, Festuca capillifolia, 
Panicum plicatum) je eine Scheitelzelle. Dagegen stellte Groom (1885) 
bei den Phanerogamen immer das Vorhandensein mehrerer Histogene 
fest. Bei den Gräsern Panicum plicatum und Festuca spec. war er (S. 309) 
allerdings im Zweifel, ob ,,ein wirkliches Periblem und Plerom im Sinne 
HANSTEINS vorhanden ist oder nicht“. Weiter ließen die Unterschiede 
in der Histogenese der Blätter von Weizen, wo sie nach RÔSLER rein 
epidermal entstehen, und Hafer, wo auch subepidermales Gewebe an 
ihrer Bildung beteiligt ist (KLIEM), eine erneute Untersuchung der Gräser 
in dieser Hinsicht notwendig werden. 

Beobachtungen an den beiden hier im Jenaer Botanischen Garten 
vorhandenen panaschierten Gräsern Phalaris arundinacea var. picta und 
Oplismenus imbecillis var. variegatus, deren Buntheit entwicklungs- 
mechanisch bedingt zu sein schien, und die schon früher kurz gebrachte 
Darstellung eines Grases mit zweischichtiger Tunica führten ebenfalls 
zu weiteren histologischen Untersuchungen. 
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Zur Bearbeitung gelangten auBer den beiden erwähnten vorwiegend 
kraftiger gebaute Arten. Fiir solche Untersuchungen sind die Gramineen 
wegen ihrer zweizeiligen Blattstellung relativ giinstige Objekte, da sie 
so eine gute Orientierung für mediane Längsschnitte ermöglichen. Es 
sei aber darauf hingewiesen, daß diese für Keimpflanzen noch zutreflende 
Zweizeiligkeit an älteren Pflanzen oft durch Torsion verlorengehen 
kann. Die Ergebnisse wurden an medianen Längsschnitten der Vege- 
tationskegel bzw. der Blattanlagen gewonnen. Dabei sollte festgestellt 
werden, wieviel selbständige Histogene jeweils am Scheitel vorhanden 
und wieviel an der Blattbildung beteiligt sind. Auf die Darstellung der 
Blattentwicklung im einzelnen konnte in diesem Zusammenhang ver- 
zichtet werden. Obwohl bei den hier untersuchten Pflanzen ein aus- 
geprägter Formenwechsel des Vegetationspunktes nicht stark in Er- 
scheinung trat und deshalb Änderungen im zahlenmäßigen Verhältnis 
der Schichten zueinander nicht zu erwarten waren, wurden möglichst 
viele Entwicklungsphasen während eines Plastochrons beobachtet. Die 
im folgenden mitgeteilten Ergebnisse stammen mit wenigen Ausnahmen 
aus etwa 20—30 Längsschnittserien. Zur Ergänzung wurden von allen 
Arten auch einige Querschnittserien hergestellt. Die Schnittdicke betrug 
in allen Fällen 54. Auf eine alleinige Anfärbung der Zellmembranen 
wurde verzichtet, da die Ausdifferenzierung von Kern und Plasma durch 
Hämatoxylin die Vorteile brachte, daß man häufig an der Gleichartigkeit 
der Plasmatinktion und den gleichen Kernphasen benachbarter Zellen 
diese als Abkömmlinge einer gemeinsamen Mutterzelle erkennen konnte. 
Und das war in allen den Fällen wichtig, in denen allein nach der Lage 
der Zellgrenzen die histogenetischen Zusammenhänge zweifelhaft er- 
schienen. Eine zusätzliche Membranfärbung fällt, besonders im embryo- 
nalen Gewebe, dann allerdings sehr wenig auf. 


B. Die Analyse der einzelnen Objekte. 
1. Phragmites communis TRIN. 

Phragmites communis wird schon in der ersten Arbeit iiber Phanero- 
gamenvegetationspunkte von Dou ior (1890) erwähnt. Seine allerdings 
an Handschnitten gewonnenen Ergebnisse standen offensichtlich noch 
unter dem Einfluß der Hansteisschen Lehre. Er gibt 3 selbständige 
Histogene an: 1. die Epidermis, 2. die Subepidermale, aus der die Rinde 
und 3. ein Binnengewebe, aus dem der Zentralzylinder hervorgehen soll. 
Alle 3 Schichten sollen mit je einer selbständigen Scheitelzelle wachsen. 
Später widerruft er seine bezüglich der Gramineen geäuBerte Ansicht 
und legt wieder am Beispiel Phragmites mit Hilfe von theoretischen 
Zeichnungen dar, wie man durch Nachlässigkeiten beim Zeichnen und 
Beobachten, durch kleine Begradigungen oder Inkorrektheiten zu einer 
Linienführung gelangen kann, die die eine oder andere Deutung zuläßt; 





Méglichkeiten der Periklinalchimärenbildung bei Gräsern. 405 


und das kann auch bei der von ihm genannten Schnittdicke von 50 y 
leicht der Fall gewesen sein. DouLiorT korrigiert sich nun dahingehend, 
daB er bei den 10 von ihm untersuchten Griisern ein selbständiges 
Dermatogen und eine subepidermale Scheitelzelle, die Rinde und Zentral- 
zylinder den Ursprung gibt, findet. Die Blatter sollen aus dem Derma- 
togen allein entstehen, aber nur mit einer Scheitelzelle wachsen. 

Die hier mitgeteilten Befunde entsprechen ‚durchaus der ersten An- 
sicht DouLioTs, und auch seine Abbildungen (1890, Pl. 14, Fig. 1 und 
1891, P1.3, Fig. 1) zeigen im Prinzip ganz ähnliche Verhältnisse, nur daß 
die Gipfel meines Materials 
vielzelliger waren. Die Be: 
zeichnung der für jede Schicht 
jeweils terminalen Zelle als 
Scheitelzelle scheint dagegen 
doch mehr oder weniger will- 
kürlich vorgenommen worden 
zu sein. 

Die medianen Längsschnitte 
lassen deutlich einen geschich- 
teten Bau des Vegetations- 
kegels erkennen (Abb.1). Am - - 

N À = Abb. 1. Phragmites communis, Vegetationskegel 
Scheitel selber sind 2 peri- mitzweischichtiger Tunica im Längsschnitt, 300 x. 
phere selbständige Zellagen 
vorhanden, deren Zellen im oberen Teil des Vegetationspunktes etwa 
in tangentialer Richtung gestreckt sind; weiter abwärts im Bereich 
der Blattanlagen sind sie in der Längsrichtung kurz, aber senkrecht zur 
Oberfläche gestreckt. Sie zeigen am Scheitel niemals eine Aufspaltung in 
perikliner Richtung und entsprechen deshalb einer echten zweischich- 
tigen Tunica. Eine dritte Zellage ist in geschlossener Form nicht vor- 
handen, alles Gewebe innerhalb dieser Tunica gehört also dem Korpus an. 

Die Blattentwicklung beginnt zunächst mit vereinzelten periklinen 
Zellteilungen in der Subepidermalen. Wenig später erscheinen solche 
auch in der äußeren Lage. und wenn das Primordium sich schon als 
kleiner Buckel vorwölbt, dann sind die beiden Tunicaschichten in etwa 
gleichem Maße daran beteiligt. Ein Fintritt des Korpus in die Blatt- 
anlage konnte nirgends festgestellt werden. Das Vorkommen von 
tangential eingezogenen Zellwänden in der Subepidermalen gerade an 
dem Ort, an dem später die Blattanlage erscheint, deutet ja darauf hin, 
daß die Abkömmlinge dieser Zellschicht auch am Blattaufbau beteiligt 
sind, und das ist in zahlreichen Fällen vor allem dann mit Sicherheit 
nachgewiesen worden, wenn das Dermatogen kein Mesophyll bildet. In 
den von DouLıor dargestellten Figuren (1891, P1.3, Fig. 5 und 6) hat es 
allerdings den Anschein, als ob er nicht allein die Medianschnitte junger 
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Blattanlagen, sondern vorwiegend Anschnitte der als Ringwulst hervor- 
tretenden Scheidenregion berücksichtigt; und auch hier sieht die Linien- 
führung, die epi- und subepidermale Lage voneinander trennt, recht 
willkürlich aus. Wie sich das Verhältnis der Abkömmlinge beider 
Tunicaschichten zueinander während des Wachstums eines Blattes ge- 
staltet, ist nicht leicht zu erkennen. Sicher läßt sich jedoch noch eine 
starke Teilungstätigkeit der Epidermis nachweisen, die vor allem an der 
Blattspitze der jüngeren Blätter sehr deutlich ist, wie es Abb. 2 zeigt. So 
scheint anfangs ein kräftiges Spitzenwachstum neben dem interkalaren 
Wachstum zugleich stattzufinden. Aber auch an den seitlichen Rändern 
sind solche Aufspaltungen immer zu finden. Wenn allerdings mit dem 








Abb. 2. Phragmites communis, oberer Teil Abb.3. Phragmites communis, junge Blatt- 
einer jungen Blattanlage mit epidermalem anlage im Querschnitt. Die Epidermis spaltet 
Spitzenwachstum, längs, 300 x. auf der Blattflache periklin auf, 300 x. 
Erscheinen der ebenfalls rein epidermalen Ligula (Abb. 5a, b) die Tren- 
nung in Ober- und Unterblatt vollzogen ist, dann ist das Randwachstum 
der Epidermis,. aus dem ein zweischichtiger Hautsaum resultiert, 
wieder nur auf das Unterblatt und die Ligula beschränkt, die ja als 
eigentliche Spitze der Scheide mit ihr in direktem Zusammenhang steht 
und somit den oberen AbschluB dieser Randwachstumszone bildet. Das 
ist schon früher für Dactylis glomerata und einige Liliaceen geschildert 
worden (THIELKE 1948b). AuBerdem kommen, allerdings nur an 
jüngeren Blättern, einzelne Aufspaltungen der Epidermis in perikliner 
Richtung auf der Blattfläche auBerhalb der Randzone vor (Abb. 3). 

Eine andere Frage bleibt, ob die Deszendenten von Teilungen der 
subepidermalen nur in die Blattanlage eintreten oder sich auch am 
Aufbau der SproBachse beteiligen. Auf einigen Schnitten sieht es so 
aus, als habe hier auch unterhalb der Blattanilage eine Aufspaltung, zu- 
mindestens eine Verdoppelung der zweiten Tunicaschicht stattgefunden. 
Die Analyse von eventuell vorkommenden Chimären kénnte hier sehr 
nützlich werden. 

Grundsätzlich läßt sich also die Frage nach der Möglichkeit von 
Chimärenbildung für Phragmites bejahen; und eine solche müßte, falls 
sie etwa in Form einer haplochlamydischen weißbunten Panaschüre auf- 
träte, sich auch an den Blättern nachweisen lassen, da zu deren Bildung 





Möglichkeiten der Periklinalchimärenbildung bei Gräsern. 407 


2 Komponenten von histogenetischer Selbständigkeit zusammen- 
treten. Bei der Wachstumsweise dieser Blätter müßte das Randmeso- 
phyll der Beschaffenheit der Außenkomponente entsprechen. Mit dem 
Auftreten von Gewebestreifen, die dem Rande gleichen, ist auch auf der 
Blattfläche zu rechnen, da die epidermalen Teilungen, die sich vor allem 
auf der Blattunterseite in den Querschnittserien nachweisen lassen, solche 
zur Folge haben müßten. Panaschiertes Material von Phragmites stand 
leider nicht zur Verfügung, soll aber existieren (RENNER 1936a, S. 245). 
Und es wäre bei entwicklungsmechanisch bedingter Buntheit wichtig, 
an solchem Material nachzuprüfen, ob die hier gegebene Darstellung 
sich bestätigen würde. Selbstverständlich sollte dann darauf geachtet 
werden, ob der hier geschilderte Entwicklungsgang auch für die pana- 
schierte Form gilt, denn wie früher für Pelargonium, Sambucus und 
Dracaena mitgeteilt wurde (THIELKE 1948 a), kann sich genetisch gleich- 
artiges Gewebe in den verschieden überlagerten Kombinationen auch 
verschieden verhalten. 


2. Glyceria maxima (HARTM.) HoLmB. 


Die streng zweizeilige Blattstellung von Glyceria, bei der die Blatter 
nach innen eingewinkelt sind und mit den Scheiden aufeinander reiten, 
erleichtert die Orientierung für mediane Langsschnitte sehr. Die Mor- 
phologie der Knospe hat GoEBEL (1884, S. 217) ausführlich beschrieben. 
DotLıor (1891) stellte das Vorhandensein eines Dermatogens und einer 
für Rinde und Zentralzylinder gemeinsamen Scheitelzelle fest. Der Vege- 
tationskegel ist hier sehr flach und breit gebaut (Abb. 4). Seine Zellen 
sind erheblich größer als die von Phragmites. : Auch hier ist eine zwei- 
schichtige Tunica immer vorhanden. Die äußere Zellschicht hat wieder 
flache, tangential gezogene Zellen, während die der inneren radial ge- 
streckte, zylindrische Gestalt haben und knapp doppelt so hoch sind. 
Die Blattbildung beginnt mit mehreren periklinen Zellteilungen in der 
subepidermalen Lage sehr nahe am Scheitel. In der Außenschicht be- 
ginnen die entsprechenden Teilungen erst später, sind aber in der Spitze 
des jungen Blattes in ähnlicher Weise nachweisbar wie bei Phragmites. 
Auch auf der Blattfläche kommen epidermale Aufspaltungen in einiger 
Entfernung vom Blattrand vor. Die Ligula entsteht zunächst epidermal, 
aber auch in der Subepidermalen beginnt regelmäßig nach der ersten 
Vorwölbung eine Teilungstätigkeit (Abb. 5c, d), die zu einem zapfen- 
förmigen Gewebehöcker führt, der der vorgetriebenen und aufgespaltenen 
Epidermis folgt und dadurch in den basalen Teil der Epidermis eintritt. 
Die Vermutung von GoEBEL (1884, S. 218), daß es sich hierbei um eine 
Wucherung der Epidermis allein handelt, trifft also wenigstens für unser 
Material nicht zu. TRÉCUL (1878, S. 1008) beschreibt zwar auch das erste 
Auftreten der Ligula bei Glyceria, gibt aber nichts über ihre histologische 
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Herkunft an. Als Grenze zwischen Ober- und Unterblatt bildet die 
Ligula wieder gleichzeitig von ihrem ersten Erscheinen an die Grenzlinie 





Abb. 4. Glyceria maxima, Vegetationskegel längs, die zweite Tunicaschicht spaltet zur 
Blattbildung rechts auf. 


zwischen der verschiedenartigen Differenzierung des Randgewebes. Nur 
im Bereich des Unterblattes gibt es epidermales Randwachstum, das an 





Abb. 5a—d. a und b Phragmites communis, Entwicklung der epidermalen Haarkranzligula; 
c und d Glyceria mazima, Entwicklung der Ligula unter Beteiligung der subepidermalen 
Schicht, 300 x. 


den zweischichtigen Hautsiumen zu erkennen ist, die aber bald zur 
geschlossenen Scheide zusammentreten. Die jiingeren, noch nicht in 
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Scheide und Spreite gegliederten Stadien lassen ihre Randzone wegen 
der gegen den Scheitel noch stark gekriimmten Form ihrer Spitze in 
Querschnitten leider nicht erkennen. Ein zweischichtiger Hautsaum ist 
jedenfalls nicht vorhanden. 

Es läßt sich also feststellen, daß auch an der Blattbildung von 
Glyceria maxima 2 Gewebekomponenten beteiligt sind, die, falls sie 
sich voneinander unterscheiden sollten, eine Chimäre liefern könnten, 
die unter Umständen auch an der Ligula erkennbar wäre. 


3. Dactylis glomerata L. 


In der Darstellung von DEINEGA (1898, S. 422) ist die Morphologie 
der Blattentwicklung bei Dactylis glomerata bereits geschildert worden. 





Abb. 6. Dactylis glomerata, Vegetationskegel mit zweischichtiger Tunica im Längsschnitt, 
300 x. 


Die Knospenlage der Blätter ist genau so wie bei Glyceria maxima. Die 
von DEINEGA in seine Fig. 1, S. 443 eingezeichneten Zellen sind wahr- 
scheinlich nur als schematisch gegeben zu verstehen. Es ist aber trotz- 
dem bemerkenswert, daB er in die jiingste Blattanlage hinein 2 peri- 
phere Zellschichten zeichnet, wobei sich auch die innere deutlich in den 
Primordialhöcker hinein vorwölbt. Der Vegetationskegel hat wie bei 
Glyceria auch eine ziemlich breite Basis, läuft aber nach oben etwas 
schlanker aus (Abb. 6). Die Zellen sind auBen wieder zu 2 Schichten 
angeordnet, die sich besonders durch die zylindrisch gestreckte Form 
der zweiten Lage sehr scharf gegeniiber dem Korpusgewebe abheben. 
Von Dactylis kamen nur 17 Lafgsschnittserien zur Untersuchung, die 
mit einer Ausnahme alle in den wesentlichen Ziigen einander gleich 
waren, alle zeigten eine deutlich ausgebildete zweischichtige Tunica. 


Planta. Bd. 39. 28 
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Einmal aber lieB sich im medianen Längsschnitt genau in der Mitte der 
zweiten Mantellage eine periklin eingezogene Zellwand erkennen. Bei 
dem vorhandenen Material ist es natiirlich schwer, zu entscheiden, ob 
eine solche Teilung sehr selten ist oder ob sie vielleicht vereinzelt hier 
und da vorkommen kann. Etwas Ähnliches beschreibt ScHMIDT (1924, 
S. 367) bei Syringa vulgaris. Dort wurde die Aufteilung der zweiten 
Tunicalage als in der Phase der Maximalfläche häufiger vorkommend 
bezeichnet. Von den anderen untersuchten Vegetationskegeln von Dac- 
tylis glomerata, von denen sich auch einige in der gleichen Plastochron- 
phase befanden, deutet gar nichts darauf hin, was als Folge einer ähn- 
lichen Zellteilung anzusehen wäre. Mir ist es vorläufig noch wahrschein- 
licher, daß hier eine abnormale Struktur vorgelegen hat. 


Die ersten Teilungen zur Blattbildung befinden sich ebenso wie bei 
Glyceria in der Subepidermalen, bald darauf aber auch in der Epidermis. 
Und entgegen einer früheren Annahme (THIELKE 1948b, S. 161), bei der 
nur wenige Schnittserien zur Beurteilung kamen, läßt sich im geeigneten 
Stadium die Herkunft des Blattprimordialgewebes aus beiden Histo- 
genen noch recht gut nachweisen. Über die rein dermatogene Ent- 
stehung der Ligula und die Ausgestaltung des Blattrandes wurde 
schon berichtet (Buanon 1921, T#ıeLKke 1948b). Perikline Aufspal- 
tungen der Oberhaut auf der Blattfläche sind nur an sehr jungen 
Blättern zu finden. 

Nach dem Modus der Blattentwicklung wäre also auch bei Dactylis 
glomerata Chimärenbildung möglich. Die von CoLLins (1922, S. 8) ge- 
gebene kurze Darstellung einer panaschierten Form zeigt eine streng 
sektoriale Buntheit, bei der der ganze Stengel aus nur zwei etwa gleichen 
Anteilen von chlorophyllhaltigem und chlorophylifreiem Gewebe zu- 
sammengesetzt ist. Bei der oben dargelegten Struktur des Vegetations- 
kegels sollte eine solche Gliederung bei länger andauerndem Wachstum 
doch einmal die periklinale Form erreichen, die bei allen Pflanzen mit 
geschichtetem Scheitel schließlich als stabiler Endzustand aufzutreten 
pflegt. Sollten die eben erwähnten Teilungen der zweiten Tunicaschicht 
häufiger sein, dann würde das bei diplochlamydischen Periklinalchimären 
leicht zu Rückschlägen zur Mantelkomponente führen. 


4. Zizania miliacea Micux. 


Hier stand leider nur sehr wenig Material zur Verfügung. Die im 
folgenden mitgeteilten Tatsachen stammen nur aus 6 Längsschnitt- und 
1 Querschnittserien, die glücklicherweise alle verschiedene Stadien des 
Plastochrons zeigten. Der Vegetationspunkt ist bei Zizania schmaler und 
die embryonalen Zellen sind erheblich kleiner als es bei Glyceria und 
Dactylis der Fall war. Überall ist eine echte zweischichtige Tunica 
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festzustellen (Abb. 7), die aus gleichartigen, etwas tangential gestreckten 
Zellen besteht. Die Blattentwicklung beginnt mit einer regeren Teilungs- 
tätigkeit in antikliner Richtung beider Mantelschichten, der dann eine 
etwa gleichzeitig einsetzende Aufspaltung in der Periklinen folgt. DaB 
auch subepidermales Gewebe in den Hôcker des jungen Blattes eintritt, 
ist sicher; die Ligula dagegen entsteht nur aus der Epidermis. Die 
Querschnitte lassen wieder die üblichen Unterschiede in der Ausbildung 
des Unterblattrandes mit zweischichtigem Hautsaum und des Oberblatt- 
randes ohne epidermales Randwachstum erkennen. 

Auch bei Zizania miliacca sind 
somit 2 histogenetich selbstän- 
dige Elemente am Blattaufbau 
beteiligt. 





Abb.7. Zizania miliacea, Vegetationskegel Abb. 8. Bambusa verticillaia, 
längs, 300 x. Vegetationskegel längs, 300 x. 


5. Bambusa verticillata WILLD. 

Eine baumférmige Graminee vom Format der Bambusa verticillata 
forderte natiirlich die Untersuchung ihres Vegetationspunktes heraus. 
Nach. unseren bisherigen Erfahrungen sieht es allerdings nicht so aus, 
als stehe die Größe einer Pflanze in irgendeiner Beziehung zur Struktur 
ihres Vegetationskegels, etwa der Zahl der selbständigen Schichten, da 
die großen Bambusa-Arten aber ein Extrem der ganzen Familie dar- 
stellen, schien eine Analyse doch lohnend zu sein. Für die vorliegende 
Untersuchung konnten allerdings nur Seitenzweige geerntet werden, 
wichtig wäre natürlich auch ein Vergleich mit der Hauptachse wegen 
der beträchtlichen Unterschiede im Umfang. Bambusa verticillata gehört 
zu den Pflanzen, die zwar eine streng zweizeilige Blattstellung haben, 
jedoch nicht die dabei übliche !/, Divergenz aufweisen. Die beiden 
Blattzeilen stehen so zueinander, daß sie auf der einen Seite einen 
Winkel von etwa 160°, auf der anderen einen von 200° einschließen. 
1 Bambusa verticillata war im Botanischen Garten der Universität Halle vor- 
handen. Ich danke den Herren Prof. Dr. J. Buper und Prof. Dr. H. MEUSEL viel- 
mals für die freundliche Überlassung des Materials. 

28* 
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Diese Abweichung von der 1/, Divergenz ist zwar nicht sehr stark, mußte 
aber doch bei der Orientierung der Längsschnitte beachtet werden. Zur 
Beurteilung von Schnitten, die median durch Vegetationspunkt und 
Blattanlagen gehen sollen, kann hier natürlich nur die eine Blattzeile 
berücksichtigt werden. 

Das Korpus des nicht sehr großen, schlank gebauten Vegetations- 


kegels (Abb. 8) wird von einer zweischichtigen Tunica umschlossen. 
: Alteres Blatt 


Ligula 
des älteren 
Blattes 


Jüngeres 
Blatt 





Abb. 9 a—d. Bambusa verticillata, Entwicklung der Ligula. a und b Anteilnahme subepider- 
malen Gewebes am Aufbau der Ligula. c Zwei Blätter m der Knospenlage oberhalb der 
Ansa tzstelle der Ligula quer geschnitten. d Epidermale Spaltung auf der Fläche der Ligula, 
Ausschnitt aus 9c, 300 x. 
Vereinzelte periklin eingezogene Zellwände in der zweiten Mantelschicht 
deuten auf den Beginn der Blattbildung hin. Wenig später beginnt auch 
die Epidermis in der für Gräser üblichen Weise am Wachstum des jungen 
Blattes teilzunehmen und vor allem die Spitzen- und Randpartien auf- 
zubauen. Der erste AnstoB zur Ligulabildung geht von mehreren sub- 
epidermalen Zellagen aus. An ihrer Teilungsweise erkennt man schon 
die Stelle, an der die Ligula später auftreten wird (Abb. 9). Mit der 
oberflächlichen Hervorwölbung des Gewebes setzt auch das epidermale 
Wachstum ein, das zu einer beachtlichen Kuppenbildung führt. Einen 
ähnlichen Vorgang schildert auch Buenon (1921) für Melica, nur daß 
dort die Ligula trotzdem rein epidermaler Herkunft bleiben soll. Gegen- 
über anderen Gramineen wird hier die Ligula außerordentlich msssig 
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entwickelt, was durch die Beteiligung der subepidermalen Lage nicht 
allein erklärt werden kann. Die Epidermis vermag sich auch auf der 
Fläche des Blatthäutchens noch anhaltend periklin zu teilen (Abb. 9c) 
und trägt dadurch wohl vorwiegend zu ihrem Dickerwerden bei. 
Auf der abaxialen Seite des Blattes markiert sich an der Grenze 
zwischen Scheide und Blattstiel ein mehr oder weniger deutlich aus- 
gebildeter ligulaartiger Gewebewulst (Abb. 10), der sich über die ganze 
Blattaußenseite bis zur Ligula hin erstreckt. Über seine morphologische 
Bedeutungkann vorläufig . . 
noch nichts ausgesagt 
werden, das soll Gegen- 
stand einer weiteren 
Untersuchung werden. 
Er befindet sich an der 
Stelle, an der sich bei 
alten Blättern das Blatt- 
stielgelenk von derScheide 
trennt. Das Trennungs- 
gewebe verläuft in einer 
bogigen Linie oberhalb 
des Auswuchses und der 
Ligula. Man findet die 
ersten Teilungen zu die- 
sem abaxialen Wulst etwa 


am 5. Blatt genau oppo- . 
. : : Abb. 10. Bambusa verticillata, junges Blatt mit Ligula 
niert zur Ligula. Seine und abaxialem Gewebehöcker im Längsschnitt. 


Entwicklung scheint ähn- 

lich wie die der Ligula zu verlaufen. Zuerst setzt eine Teilungstätig- 
keit der subepidermalen Schichten durch Einziehen von periklinen 
Wänden ein. Später sind am gleichen Ort auch Teilungen in der 
Epidermis nachzuweisen. Die weitere Entwicklung konnte hier nicht 
verfolgt. werden. 

Der histologische Bau des Vegetationskegels und die Entwicklung 
des Blattes von Bambusa verticillata, die 3 selbständige Gewebeelemente 
erkennen lassen, scheinen auch bei dieser Pflanze eine Möglichkeit der 
Chimärenbildung offen zu lassen. Die Ligula müßte sich hier bei einer 
haplochlamydischen Form aus 2 Komponenten zusammensetzen. 





6. Oryza sativa L. 

Von Oryza sativa sind des öfteren weiß- oder gelbbunte Pflanzen 
beschrieben worden. Die durchwegs japanische Literatur konnte leider 
nicht eingesehen werden. Die entsprechenden Referate (Imar 1928, 
S. 544) brachten natürlich keine eingehende Beschreibung der anato- 
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mischen Verhältnisse und der im Original etwa vorhandenen Abbildungen. 
Rein miitterliche Vererbung soll aber meistens vorgelegen haben. 
Dovtior zeigt (1891, Taf. 3, Fig. 10) einen Scheitel mit selbständigem 
Dermatogen und einer Initiale für das gesamte Binnen,ewebe. 

Das zur Klärung dieser Frage fixierte Material erwies sich leider 
insofern als nicht recht geeignet, als es sich zeigte, daß der größte Teil 
der Knospen schon zur Infloreszenzbildung übergegangen war. Da auch 
die meisten übrigen Vegetationspunkte ziemlich schlank gebaut waren, 
schien es zweifelhaft, ob sie sich noch in der vegetativen Phase befunden 
haben. An ihnen war jedenfalls eine deutliche zweischichtige Tunica 
feststellbar, die im Bereich der Blatt-(oder Teilinfloreszenz)anlagen mit 
beiden Schichten etwa gleichzeitig in perikliner Richtung aufzuspalten 
pflegt. Die Ligula entsteht rein epidermal. In der Ausgestaltung des 
Randes von Ober- und Unterblatt gibt es wieder die gleichen Unter- 
schiede wie bei allen vorher beschriebenen Formen. 

Wenn der Schichtenbau des Vegetationspunktes der vegetativen 
Phase auch beim Übergang zur reproduktiven Phase erhalten bleibt, 
dann wäre auch hier eine Chimärenbildung mit großer Wahrscheinlich- 
keit möglich. 


7. Phalaris arundinacea L. var. picta LA. 


Der Verdacht, daß es sich bei diesem Gras um eine entwicklungs- 
mechanisch bedingte Buntheit handelt, wird erst durch ein genaueres 
Studium der Verteilung von grünem und farblosem Gewebe begründet. 
Auf den ersten Blick scheint hier eine recht regellose Streifenpana- 
schüre vorzuliegen. Die Sektoren mit den einzemen Gewebeanteilen 
lassen sich nicht längs des ganzen Sprosses verfolgen, da sie sehr schmal 
sind und von einem Blatt zum anderen zu wechseln zu scheinen. Sie 
verlaufen aber fast kontinuierlich von der Blattscheide zur Spreite 
durch. Die Ligula ist immer rein weiß. Das Vorkommen von grünen 
Rückschlagssprossen aber deutet schon auf die Chimärennatur hin (rein 
weiße Triebe konnten dagegen in Jena bis jetzt noch nicht beobachtet 
werden). Die Tatsache, daß die Blattränder aller untersuchten Pflanzen 
immer dem farblosen Anteil angehören, läßt auf eine Periklinalchimäre 
schließen, die makroskopisch ja meist an dem abweichenden Blattrand 
erkennbar ist. Wenn die Randkomponente auch viel häufiger in der 
Blattfläche erscheint als wir es von Periklinalchimären anderer Mono- 
cotylen gewohnt sind, dann mag das mit der besonderen Wachstums- 
weise des Gramineenblattes zusammenhängen. Auffällig ist ferner, daß 
die Gewebestreifen mit der Beschaffenheit des Blattrandes zwar meist 
von der Basis bis zur Spitze des Blattes durchgehen, aber auch im 


1 In den Gärten oft als variegata oder var. foliis variegatis. 
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grünen Feld beginnen und wieder enden können. Die grünen Streifen 
im weißen Feld beginnen dagegen stets an der Basis. Die anatomische 
Analyse der erwachsenen Pflanze läßt erkennen, daß die grünen und 
blassen Anteile in gegenseitiger gerader oder unregelmäßiger Begrenzung 
von der oberen Epidermis bis zur unteren reichen (Abb. 17b). Über die 
Zugehörigkeit der Epidermis müßte der Chlorophyllgehalt der Schließ- 
zellen entscheiden. Diese sind auf Ober- und Unterseite des Blattes und 
der Sproßachse über grünen und weißen Bezirken chlorophylifrei. Die 
rein grünen Triebe zeigten in den Schließzellen der Stomata sehr deut- 
lichen Chlorophyligehalt, wie fluoreszenzoptische Untersuchungen er- 
gaben. Diese Zusammensetzung der Gewebe läßt sich sehr gut mit der 
Annahme vereinbaren, daß wir es mit einer haplochlamyden Periklinal- 
chimäre des Status albocinctus zu tun hätten. Die Tatsache, daß diese 
Form von den bisher bekannten Periklinalchimären unter den Liliaceen 
abweicht und eher als Sektorialchimäre erscheint, könnte in der viel 
stärkeren Anteilnahme der Epidermis an der Mesophylibildung ihre 
Erklärung finden, und das wäre bei den Gräsern ja nichts Besonderes. 
Bei den früher untersuchten haplochlamyden Liliaceen war die Ver- 
teilung der unterschiedlichen Gewebe eine grundsätzlich andere. Wie 
das Schema Abb. 17a zeigt, bildeten die Abkömmlinge des Dermatogens 
auf der Blattfläche im allgemeinen nur Mesophyllstreifen, die nicht von 
der Blattoberseite zur -unterseite durchgingen. Bei diesem Blattbau 
mußte die Innenkomponente fast in voller Breite in die junge Blatt- 
anlage eintreten. Die Epidermis dagegen dürfte mit der Aufspaltung 
außerhalb der Randzone erst dann beginnen, wenn dieser Eintritt schon 
vollzogen war. Und so konnte an der Ansatzstelle des Blattprimordiums 
diese Teilung auch nur im Bereich des zukünftigen Blattrandes nach- 
gewiesen werden (RENNER 1936b, S.463, Fig. 14); THIELKE 1948a, 
S. 14, Fig. 44). Da bei Phalaris sich die einzelnen Sektoren durch 
den ganzen Blattquerschnitt von Epidermis zu Epidermis erstrecken 
(Abb. 17b), müßte die Aufspaltung des Dermatogens on auBerordent- 
lich früh, am Vegetationspunkt selber erfolgen. 

Wenn diese eben erläuterte Annahme zu Recht bestünde, hätten 
wir für die Blattentwicklung den Nachweis zu bringen, daß i. am Blatt- 
aufbau 2 histogenetisch selbständige Elemente beteiligt sein können, 
2. epidermales Randwachstum stattfindet, und 3. die Epidermis sich 
auch außerhalb der Blattrandzone recht bald zur Mesophylibildung 
aufteilt. 

Der Vegetationspunkt dernormal grünen Form von Phalaris arundina- 
cea ist von DouLroT (1890, S. 316, Taf. 14, Fig. 2) als 2. Gramineen- 
beispiel beschrieben, dort noch als Baldingera arundinacea bezeichnet. 
Er stellte wieder das Vorhandensein der 3 Hansteisschen Histogene 
fest und wies darauf hin, daß die Aufspaltung der Rindenschicht schon 
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recht früh einsetze. In seiner folgenden Arbeit (1891) bekennt er sich 
aber auch fiir Baldingera zu der damit fiir alle Gramineen als giiltig 
befundenen Ansicht, daB am Vegetationspunkt 2 Histogeninitialen 
tätig seien, deren äußere die Epidermis und die Blätter hervorbringe, 
während die innere Rinde und Zentralzylinder erzeugen soll. 

Da die Klarstellung der Entwicklungsgeschichte dieses panaschierten 


Blattes besonders wichtig war, gelangten 40 Schnittserien zur Unter- 
suchung. Der- Längs- 
schnitt zeigt, daß der 
ziemlich kleine, aber groß- 
zellige Vegetationskegel 
über eine zweischichtige 
Tunica verfügt (Abb. 11 
u. 12). Die zweite Zellage 
erfährt, ähnlich wie bei 
Glyceria, in nicht zu 
großer Entfernung vom 
Scheitelmittelpunkt eine 
Aufteilung, die im Be- 
reich der zukünftigen 
Blattanlage zu ihrer Ver- 
doppelung führen kann. 
Daß die Abkömmlinge 
“y 0. dieser Teilungen in die 
> i Vorwölbung des jungen 
me CHA Blattprimordiums  ein- 


Abb. 11. Phalaris arundinacea var. picta, Vegetations- él À . 
kegel mit zweischichtiger Tunica, längs. treten können, ist sicher. 
Die Anteilnahme der 


beiden Tunicaschichten an der Blattbildung ist unterschiedlich. So sind 
z.B. in Abb. 12 rechts schon 4 subepidermale Zellen zur Blattanlage 
geteilt, während es in der nächst älteren nur eine ist. Dort ist dafür 
auch schon eine Epidermiszelle geteilt. Die Aufteilung in Epi- und Sub- 
epidermale am basalen Teil des Vegetationspunktes links gehört zu der 
ältesten hier dargestellten Blattanlage rechts, die mit ihrem unteren 
Teil den ganzen Vegetationskegel umschließt. Das gleiche wechselnde 
Verhältnis der beiden Schichten in einer Blattanlage läßt sich auch an 
Querschnitten zeigen, die den Vegetationskegel unterhalb eines solchen 
Primordialwulstes getroffen haben. In Abb. 13 ist die abwechselnde 
Spaltungstätigkeit von Dermatogen und subepidermaler Schicht zu er- 
kennen. An älteren Blättern sind solche Aufteilungen parallel der Ober- 
fläche nicht mehr nachzuweisen, wenn man von der Randzone absieht. 
Die Ligula leitet sich nur aus der Epidermis her. Blattscheide und 
-spreite unterscheiden sich in der üblichen Weise durch die anatomische 
Struktur ihres Randes. 





- 
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Phalaris arundinacea läßt sich somit sehr wohl als eine haplochlamyde 
Periklinalchimäre des Status albocinctus auffassen, bei der die sektoriale 
Anordnung der beiden Mesophyllkomponenten durch die unterschied- 
liche Teilungstätigkeit der beiden Tunicaschichten bei der ersten Anlage 
des Blattes zustande kommt. Da 
die sektoriale Verteilung der 2 Ge- 
webearten in der Scheiden- und in 
der Spreitenregion in fast gleicher 
Weise auftritt, so scheinen beide 
Blatteile aus einem noch undifferen- 
ziertem Primordium hervorzugehen 
und nicht das letzte aus dem 
ersteren zu entstehen, wie es TRÉCUL 
(1878) noch annahm. Das Prim- 
ordium hat also zu diesem Zeit- 
punkt schon die gleiche Zusammen- 
setzung der verschiedenen Anteile 4». 19. Phalaris arundi APTE 
wie das erwachsene Blatt. Die Dif- im Längsschnitt, 300-x. 
ferenzierung in Ober- und Unter- 
blatt setzt mit dem Erscheinen der Ligula ein. Dazu lassen sich die 
ersten Zellteilungen etwa am 5. bis 6. Blatt nachweisen. Die Ligula 
ist immer farblos, und das ist auch nicht anders zu erwarten, da sie 
aus dem gleichen Gewebe entsteht 
wie die Randpartien. 

Eine Inversion zum Status albo- 
cordatus konnte an diesem Material 
nie beobachtet werden. Vielleicht ist 











Abb. 13a—b. Phalaris arundinacea, Querschnitt durch die Knospe. a Blattanlage, 
b Vegetationskegel im Bereich der’ Blattanlagen, 300 x. 
das chlorophyllfreie Gewebe nicht zur Ausbildung der SproBachse 
befahigt, womit wieder das Fehlen der rein weiBen Riickschlagstriebe 
in Zusammenhang stehen mag. 


8. Oplismenus imbecillis KTH. 
Hier sprechen dieselben Anzeichen fiir eine entwicklungsmechanisch 
bedingte Panaschüre. Ebenso wie bei Phalaris kommen rein grüne 
Triebe vor, die, einmal ausgebildet, nicht wieder bunt werden können. 
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Dagegen treten auch beständige rein weiBe Sprosse, vor allem im Sommer 
auf. Alle Blätter, die auch nur eine Spur von Buntheit zeigen, haben 
wieder weiße Blattränder. Es können aber auch grüne Blätter mit 
einem nur auf einer Seite vorhandenen hellen Rand entstehen, in der 
Regel treten dann an solchen Stengelm grüne Rückschläge auf. Die 
verschiedenfarbigen Sektoren im Mesophyll gehen wieder von einer Epi- 
dermis zur anderen durch (Abb. 17c). Die grünen Streifen im weiBen 
Feld verlaufen immer bis zur Blattbasis, die weißen dagegen können 
beliebig im grünen Feld erscheinen und wieder verschwinden. Die 
Blätter eines Triebes weisen oft eine recht wechselnde Streifung auf und 
sind einander durchaus nicht immer ähnlich. 

Da der Blattrand immer farblos ist, sollte eine Epidermis mit chloro- 
phylifreien Schließzellen zu erwarten sein. Die Entscheidung dieser 
Frage war anfangs nicht leicht, da in den Schließzellen der farblosen 
und der bunten aber auch der ganz grünen Zweige eine grüne Farbe 
nicht mit Sicherheit zu erkennen war. Im UV.-Licht war dann in den 
Stomata der rein grünen Rückschlagszweige eine leuchtend rote 
Fluoreszenz wahrnehmbar. Die ganz blassen Zweige fluoreszierten 
zum Teil gar nicht, zum Teil schwach; und auch in den bunten Blättern 
wiesen die Schließzellen eine wechselnde Fluoreszenz auf, unabhängig 
davon, ob sie über grünem oder blassem Mesophyll gelegen waren. Dabei 
konnten unmittelbar benachbarte Spaltöffnungen gar keine oder nur 
mäßige Fluoreszenz haben. Die Schließzellen des gleichen Stomas hatten 
auch den gleichen Chlorophyligehalt. KÜMMLER (1922, S. 616) kommt 
hierin zu ähnlichen Ergebnissen, findet aber, daß lichtgrüne Chloro- 
plasten in den Schließzellen der rein weißen Teile die Regel seien und 
fährt dann fort: ,, An einzelnen Stellen jedoch treten Gruppen von farb- 
losen Spaltöffnungen auf, die oftmals mit grünen in gleicher Längsreihe 
stehen.‘ Dieser Befund scheint der Deutung dieser Blätter als dem 
Status albocinctus angehörig zunächst zu widersprechen. Nun läßt sich 
aber zeigen (THIELKE 1948a, S. 31), daß die albicaten Partien, anders 
als bei Phalaris, doch innerhalb gewisser Grenzen auch im Mesophyll 
Chlorophyll bilden können, besonders dann, wenn sie schwachem Licht 
ausgesetzt sind. Fluoreszenzoptisch gesehen kann das recht deutlich in 
Erscheinung treten. Aber auch bei stärkster Vergrünung ist der Unter- 
schied im Chlorophyligehalt gegenüber dem primär grünen Gewebe klar 
zu erkennen. Wenn nun die Plastiden des blassen Mesophylls von Oplis- 
menus die Fähigkeit haben, unter bestimmten Lichtverhältnissen Chloro- 
phyll zu bilden, dann sollte diese Eigenschaft auch denen der Schließ- 
zellen zukommen. Die Epidermis der bunten Blätter entspricht jeden- 
falls über beiden Mesophyllarten in ihrem Verhalten der Oberhaut ganz 
blasser Zweige. Die kräftige Fluoreszenz aller Stomata, wie sie an den 
reingrünen Sprossen auftritt, konnte hier nie gefunden werden. 
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Sollte die geäußerte Vermutung von dem Chimärenbau dieses bunten 
Grases zutreffen, dann wäre für die Blattentwicklung etwa das gleiche 
zu fordern wie für Phalaris. Es wurden dazu 59 Längs- und einige 
Querschnittserien angefertigt und untersucht. Auf manchen Längs- 
schnitten sieht es zwar so aus, als sei eine-echte zweischichtige Tunica 
vorhanden (Abb. 14a). In sehr vielen anderen Fällen ist dagegen eine 
Aufteilung der subepidermalen Zellschicht in perikliner Richtung sehr 
klar erkennbar (Abb. 14b,c,d). Ein Zusammenhang zwischen der 





Abb. 14a—d. Oplismenus imbecillis var. variegatus, Langsschnitte durch den Scheitel. 
ce und d stammen vom gleichen Vegetationspunkt. 300 x. 


Anordnung des subdermatogenen Gewebes zu einer einschichtigen Zellage 
und den verschiedenen Stadien eines Plastochrons scheint nicht zu 
bestehen. Wir haben es hier also nur mit einer einfachen Tunica zu tun, 
die im Bereich der Blattanlage mit örtlich wechselnder Intensität auf- 
spalten.kann. Die zeitweise Anordnung der subepidermalen Zellage zu 
einer kontinuierlichen Schicht mag vielleicht dem entsprechen, was 
RôsLER (1928, S. 41) bei Triticum als Korpusschicht A bezeichnet. Das 
gleiche fand KLIEM bei Avena (1936, S. 290). 

Die Blattbildung beginnt zum Teil mit periklinen Zellteilungen des 
Dermatogens und auch gleichzeitig der darunterliegenden Lage. In 
anderen Fällen findet man solche Aufteilungen nur in der Epidermis oder 
nur in der Subepidermalen. Dementsprechend läßt sich auch das Gewebe 
der jungen Blattprimordien einmal allein aus der Epidermis (Abb. 14 a, c), 
zum anderen vorwiegend aus den Abkömmlingen subepidermaler Zellen 
herleiten (Abb. 14 b,d). Sehr häufig kann man beobachten, daß beides 
nebeneinander in der gleichen Blattanlage vorkommt. So zeigt sich in 
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Abb. 14c der Blatthécker als nur aus epidermalen Zellen aufgebaut, 
während in Abb. 14d, dem dritten darauffolgenden Schnitt der gleichen 
Serie, die Beteiligung des Korpus am Aufbau des gleichen Blattes deut- 
lich ist. Der Querschnitt durch eine solche Blattanlage (Abb. 15), die 
nur etwa 204 über den Gipfel des Vegetationskegels hinausragt, zeigt 
recht gut, daß nur wenige Zellen als Abkömmlinge verschiedener Histo- 
gene die Ursache eines zusammengesetzten Blattes darstellen. Wir 
können hier nicht mehr für jede Zelle Genaues über ihre Herkunft 
aussagen, vielleicht wird das später einmal mit einer verbesserten Färbe- 
technik möglich sein. In einzelnen Fällen ist die Aufspaltung der Epi- 
dermis deutlich. Ob nun gerade die subepider- 
malen Zellen, die eine eben vollzogene Teilung 
erkennen lassen, aus dem Korpus stammen, ist 
ihnen freilich nicht mehr anzusehen, dafür war 
aber aus den Längsschnitten ersichtlich, daß 
r solche Korpusderivate vorhanden sein müssen. 
Beide Gewebearten sind also schon bei einer 
sehr jungen Blattanlage in der Längsrichtung 
Abb. 15. Oplismenus im- so ineinander verkeilt, wie es die Zusammen- 
one ne setzung des erwachsenen Blattes aus seinen ver- 
selnder Aufspaltung von schiedenen Sektoren zeigt. Verschiebungen im 
epidermalen und subepi- . à 
dermalen Zellen, 300 x. Verhältnis der einen Komponente zur anderen 
mögen natürlich in gewissen Grenzen vorkommen. 
So können die Sektoren breiter oder schmäler werden, aber nicht über die 
Leitbündel des Blattes hinweg. Es kann, wenn man das Blatt von der 
Basis zur Spitze betrachtet, im grünen Feld ein weißer Streifen erscheinen 
oder verschwinden. Die Epidermis überzieht als ein- oder mehrschichtige 
Haut die Blattfläche und kann durch Einsetzen oder Aufhören der ent- 
sprechenden Teilungstätigkeit solche Streifen hervorrufen oder sie enden 
lassen. Niemals aber kommt in einem weißen Feld ein grüner Gewebe- 
streifen vor, der nicht kontinuierlich bis zur Basis verläuft, sondern 
vorher endet. Wenn einmal ein bestimmter Bereich eines Blattprimordi- 
ums rein dermatogen entstanden ist, dann kann unter den Derivaten 
dieses Gewebes niemals eine Zelle mit chlorophyllhaltigen Plastiden 
auftreten, wenn man von der oben dargestellten sekundären Vergrünung 
absieht. Mit der Einwanderung von grünen Zellen aus einem benach- 
barten Sektor ist bei der Entwicklung eines parallelnervigen Blattes 
kaum zu rechnen. Es kann aber an der Basis einer Blattanlage in 
diesem Bezirk Korpusgewebe eintreten und dadurch einen grünen 
Streifen hervorbringen, der die Spitze nicht erreicht. Der weiße Blatt- 
rand wird infolge des noch länger anhaltenden epidermalen Randwachs- 
tums bei bunten Blättern niemals grün; und das ist bisher ebensowenig 
gefunden worden, wie der oben erwähnte spitzenwärts de novo er- 
scheinende grüne Streifen im weißen Feld. 
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Der erste Ansatz zur dermatogenen Ligulabildung läBt sich meist 
am 5. oder 6. Blatt nachweisen. Nach der damit vollzogenen Trennung 
des Primordiums in Ober- und Unterblatt ist der Rand der Blattscheide 
wieder durch das im zweischichtigen Hautsaum sich kennzeichnende 
Randwachstum markiert, das dem Oberblattrand stets fehlt. 

Durch die oben gegebene Erläuterung läßt sich die panaschierte 
Form von Oplismenus imbecillis recht gut als eine Periklinalchimäre vom 
Status albocinctus erklären, bei der die sektoriale Verteilung der 





variegatus (rechts). 


Mesophyllanteile auf eine wechselnde Beteiligung des Korpus am Blatt- 
aufbau beruht. 

Es bleibt auffällig, daß farblose Seitentriebe zwar auftreten können, 
jedoch die Umkehr zum Status albocordatus bei dem hiesigen Material 
nie beobachtet werden konnte. Auch KÜMMLER bildet eine Form mit 

‘nur weißen Rändern ab (1922, Taf. II). Die Tatsache aber, daß eine 

Chimäre immer‘ nur in einem bestimmten Zustand auftritt und nur 
wenig oder gar nicht zur Inversion neigt, läßt sich auch bei vielen 
anderen Formen feststellen. 

Wenn man die beiden eben beschriebenen panaschierten Gräser mit- 
einander vergleicht, dann läßt sich bei aller Ähnlichkeit in der anatomi- 
schen Struktur und der Blattentwicklung doch manche Verschiedenheit 
aufzeigen (s. Abb. 16 und 17). Die Mitte der Blätter von Phalaris ist 
häufiger, mehr oder weniger deutlich, von einem grünen Feld einge- 
nommen, über dem die Epidermis sehr oft aufgespalten ist und dadurch 
eine mehr graugrüne Farbe erzeugt. Besonders in den Randgebieten 
dieses Mittelfeldes vollzieht sich der Übergang zur farblosen Zone durch 
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eine starke Aufsplitterung der beiden Komponenten. Auch auBerhalb 
des grünen Mittelfeldes können isolierte grüne Streifen erscheinen. Die 
Epidermis spaltet über diesem zapfenförmig in die Blattanlage eintreten- 
den Mittelfeld häufiger auf als bei Chlorophytum und kann es durch eine 
genügend früh einsetzende Aufteilung auch von Anfang an in mehrere 
getrennt verlaufende Streifen teilen, was bei den Liliaceen nur ganz 
ausnahmsweise vorkommen kann. Bei Oplismenus dagegen ist die Strei- 
fung auch recht regellos, aber die einzelnen Sektoren, mögen sie breit 
oder schmal sein, setzen sich gegeneinander recht scharf ab, und 

















ul 


Abb. 17a—c. Schematische Blattquerschnitte von a Chlorophytum elatum, weißrandig, 
b Phelaris arundinacea var. piela, c Oplismenus imbecillis var. variegatus. 
Das chlorophylihaltige Gewebe ist schraffiert. 


il 














ihre gegenseitigen Grenzen verlaufen im Querschnitt relativ geradlinig 
(s. Schema Abb. 17). Es ist auch nie ein ausgesprochenes Mittelfeld 
vorhanden. 

Phalaris ähnelt etwas mehr den Liliaceen, da hier das subepidérmale 
Gewebe meist in Form eines mehr oder weniger geschlossenen Gewebe- 
zapfens in die Blattanlage eintritt. Gegenüber den Liliaceen (Abb. 17a) 
pflegt die epidermale Teilungstätigkeit auf der Blattfläche viel intensiver 
zu sein und sie scheint sich bei Oplismenus noch weiter zu steigern, da die 
scharfe Grenze der Sektoren gegeneinander durch die schon sehr früh 
erfolgte Aufteilung der Blattanlage in Epidermis- und Korpusderivate 
bedingt ist. Bei dem relativ dünnen, im Querschnitt nur wenige Zell:n 
starken Blatt kann sich im Laufe seines Wachstums, das vorwiegend 
die Länge betrifft, das Verhältnis der beiden Gewebeelemente nicht 
mehr sehr ändern. Kommt noch eine nachträgliche Aufteilung der Epi- 
dermis über grünem Mesophyll vor, dann entsteht daraus ein farbloser 
Streifen, der das grüne Gewebe in diesem. Bereich auch vollständig 
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verdrängen kann. Es läßt sich auch so denken, daß bei einem voran- 
gegangenem Spitzenwachstum die Tätigkeit der Epidermis an diesem 
Ort erlischt, und dadurch das Eindringen subepidermalen Gewebes er- 
laubt. Die daraus resultierende Zeichnung ist in beiden Fällen die 
gleiche, nur daß der erste Fall interkalares Wachstum zur Voraussetzung 
hat und der zweite vorwiegend Blattspitzenwachstum. Hier ist wahr- 
scheinlich anfangs beides nebeneinander vorhanden. 

Das Fehlen der farblosen Triebe bei Phalaris und ihr relativ häufiges 
Vorkommen bei Oplismenus sind sicher auf die unterschiedliche Blatt- 
entwicklung zurückzuführen, da bei Phalaris der Eintritt subepidermalen 





Abb. 19. Panicum palmifolium, Vegetations- 
punkt mit einschichtiger Tunica, lings, 
300 x. 


Abb. 18. Sorgum bicolor, Scheitel mit 
einschichtiger Tunica, längs, 300 x. 


Gewebes in die Blattanlage obligatorisch zu sein scheint, was fiir Oplis- 
menus nicht in gleichem MaBe gilt. 


9. Sorgum bicolor ADANS. 

Auch bei diesem Material hatte die Infloreszenzbildung teilweise 
schon eingesetzt. In der vegetativen Phase lieB sich eine nur einschichtige 
Tunica deutlich erkennen (Abb. 18). Die Blatter entstehen zwar vor- 
wiegend epidermal, doch tritt auch Korpusgewebe in die Blattbasis ein. 
Ober- und Unterblatt sind wie immer an der Ausgestaltung der Blatt- 
rander zu erkennen und werden durch ein Blatthäutchen rein epidermaler 
Herkunft gegeneinander abgegrenzt. 

Im Vergleich zu Oryza sativa ist es bemerkenswert, daB auch bei den 
Scheiteln, die sich im Ubergang zur Infloreszenzbildung befanden, direkt 
unter dem Dermatogen eine lebhafte Teilungstätigkeit in perikliner und 
antikliner Richtung feststellbar ist. Der Vegetationskegel hat also in 
diesem Fall die gleiche Schichtung wie in der vegetativen Phase. 

Hier wäre eine Chimärenbildung in haplochlamyder Form möglich. 


10. Panicum palmifolium WILLD. 

Bei Panicum palmifolium begegnet uns endlich die von den Gräsern 
sonst gewohnte Struktur des Vegetationskegels mit einer einschichtigen 
Tunica, die nur zur Blattbildung aufspaltet und für die Blattentwicklung 
allein verantwortlich ist (Abb. 19). Die Ligula stammt nur aus der Ober- 
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haut und die Blattränder zeigen die üblichen Unterschiede zwischen 
Ober- und Unterblatt. In den ersten Stadien zur Herausdifferenzierung 
des Blütenstandes bleibt die Struktur des Vegetationskegels erhalten. 

Haplochlamyde Chimären wären hier denkbar; sie dürften aber am 
Blatt gar nicht und damit überhaupt kaum erkennbar sein. 


ro 11. Saccharum officinarum L. 

DaB sich diese Untersuchungen auch auf Saccharum officinarum 
erstreckten, lag insofern nahe, als die Pflanze ja eine der stattlichsten 
Gramineen darstellt. In der Literatur liegen meines Wissens nur die 
Untersuchungen von KORSCHELT (1884) vor, der seine Vermutung von 
dem Vorhandensein nur einer Scheitelzelle bei «den meisten Angio- 
spermen auch an diesem Objekt bestätigt fand. Inzwischen sind aber 
seine nur an Handschnitten gewonnenen Ergebnisse so weitgehend 
widerlegt worden, daß auch in diesem Fall eine Überprüfung wünschens- 
wert zu sein schien. 

Durch die Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. E. Bünxıse, Tübingen, erhielt 
ich Einblick in eine unter seiner Leitung von Herrn TiLL EULEN angefertigte 
Staatsexamensarbeit, die sich mit der Blattentwicklung einiger Gramineen befaßt. 
Unter anderem wurde dort auch die Entstehung der Blätter von Saccharum offici- 
narum studiert. Die hierzu gebrachten Abbildungen von Längsschnitten durch 
den Vegetationskegel sahen in bezug auf das Dermatogen etwas absonderlich aus. 
so daß ich anfangs der Meinung war, es seien dazu keine medianen Schnitte ver- 
wendet worden. Nach Fertigstellung meiner eigenen Schnittserien konnte ich aber 
dieses Aussehen für alle median getroffenen Schnitte bestätigen. 

Im Verlaufe eines Plastochrons läßt sich zu keinem Zeitpunkt ein 
normales Dermatogen in der sonst üblichen geschlossenen Form nach- 
weisen. Die medianen Längsschnitte sehen immer so aus, als habe man 
den Vegetationskegel von Phragmites oder einer anderen der oben dar- 
gestellten Gramineen der äußeren Kappenschichten beraubt. Stets sind 
Zellen von ungleicher Höhe als Folge von ungleichzeitig einsetzenden 
periklinen Teilungen in der äußersten Zellage direkt am Scheitel fest- 
stellbar (Abb. 20). Solch eine vollzogene Teilung gilt dann als exakt be- 
wiesen, wenn die beiden Tochterzellen an eine nichtgeteilte Zelle in 
etwa gleicher Höhe grenzen, und das ist hier häufig nur auf einer Seite 
der Zellgruppe der Fall, während auf der anderen eine Reihe schon bereits 
quergeteilter Zellen vorhanden ist. Die Annahme, daß auch bei diesen 
die Teilung in perikliner Richtung erfolgt sei, ist allein nach der Lage 
der Zellwände nicht in allen Fällen zwingend. Aber man kann sehr oft 
an dem durch dieselben Kernphasen bedingten gleichartigen Aussehen 
der entsprechenden Zellinhalte erkennen, daß die untereinanderliegenden 
Zellen gleichen Alters sein müssen. Es macht den Eindruck, als ob diese 
Teilungen am häufigsten auf der Seite der jeweils jüngsten Blattanlage 
vorkommen. Von den beiden Tochterzellen wird die untere nach innen 
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abgedrängt und der ganze Vegetationskegel scheint sich nur aus solchen 
Abkémmlingen aufzubauen. Am Blattaufbau sind ausschlieBlich die 
äußeren Teilungsprodukte beteiligt. Die epidermale Aufspaltung hält 
auch am jungen Blattprimordium noch eine ganze Zeitlang an. Wenn 
sich aber in einer Höhe von etwa 600 y die Ligula als rein epidermaler 
Auswuchs herausdifferenziert, dann ist auch wieder die histologische 
Gestaltung von Ober- und Unter- 
blatt in der Weise vollzogen, daß 





Abb. 20a—c. Saccharum officinarum, Vegetationskegel ohne Tunica in medianen 
‘ Längsschnitten. 


wir nur im Bereich der Scheide das epidermale Randwachstum in 
Form von zweischichtigen Hautsäumen antreffen. 

Die Tatsache, daB Saccharum über keinen geschichteten Vegetations- 
kegel verfügt, mag wohl genügen, um die Frage nach der Méglichkeit der 
Periklinalchimärenbildung zu verneinen. Eine sektoriale Chimäre ist 
dagegen gut denkbar, wie solche ja auch bei Gymnospermen vorkommen 
können, die an ihrem Scheitel keine Tunica besitzen. Dabei muß sich 
die sektoriale Gliederung selbstverständlich auf den ganzen Sproß er- 
strecken. Eine fortdauernde Plastiden- oder Plasmaentmischung in den 
Zellen des Scheitels selber mag noch in den Embryonaizustinden der 
Pflanze vorkommen können, wird sich aber bei der Wachstumsweise 

Planta. Bd. 39. 29 
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des Scheitels aus den äuBersten Zellen heraus auf die Dauer kaum stabil 
erhalten können. Bei einem Nebeneinander von heterogenen Geweben 
müssen diese eine annähernd gleiche Wachstumsintensität besitzen, 
wenn die Zusammensetzung von Bestand sein soll. Eine entwicklungs- 
mechanisch bedingte Panaschüre der Blätter könnte dann noch so ent- 
stehen, daß in den Zellen der sehr jungen Blattanlagen fortlaufend 
eine Veränderung erfolgte, die durch inäquate Zellteilungen eliminiert 
und deren Abkömmlinge infolge von weiteren Teilungen als fremde 
Komponente im Gewebe erscheinen müßten. Bei der Entwicklungsweise 
eines parallelnervigen Blattes würde sich so wieder eine Buntstreifigkeit 
ergeben. Ob eine solche Auffassung etwas für sich hätte, ist noch nicht 
zu entscheiden. Eine Periklinalchimäre ist bei Saccharum officinarum 
jedenfalls unmöglich. 


€. Besprechung der Ergebnisse. 

Rückblickend läßt sich jetzt also sagen, daß innerhalb der Familie 
der Gramineen der Vegetationspunkt der vegetativen Phase recht unter- 
schiedliche Strukturen haben kann. So besteht er bei Saccharum aus 
nacktem Korpusgewebe und er kann bei anderen eine ein- und auch 
zweischichtige Tunica besitzen. Die Beteiligung der Gewebe an der 
Blattbildung ist auch durchaus verschieden. Es fällt auf, daß bei Vor- 
handensein einer zweischichtigen Tunica alle oben beschriebenen Formen 
diese beiden Zellschichten in die Blattanlage eintreten lassen. Pflanzen 
mit nur einer Mantelschicht lassen die Blätter entweder nur aus dem 
Dermatogen oder aus dem Dermatogen + Korpusderivaten hervorgehen. 
Bei Saccharum endlich entstehen die Blätter nur aus dem Korpus. 

Unter den Gräsern wäre nun auch noch der Fall denkbar, daß trotz 
vorhandener mehrschichtiger Tunica nur die äußerste Zellage das Blatt 
bildet. Bei anderen Angiospermen, z. B. Hippuris, sind ja auch nicht 
immer die gesamten Mantelschichten am Blattaufbau beteiligt. 

Die Anlage der Ligula entspricht nicht in allen Fällen der Anlage der 
Blätter. So kann sie auch dann rein epidermal bedingt sein, wenn 
2 Histogene das Blattprimordium aufbauen, wie es bei Phragmites, 
Dactylis, Phalaris und Sorgum der Fall ist. 

Für alle hier untersuchten Gräser gilt die Tatsache, daß sich nach 
dem Erscheinen der Ligula Ober- und Unterblatt allein an der Aus- 
gestaltung ihrer Randzone erkennen lassen. Nur am Rand der Scheide 
kommen zweischichtige Hautsäume vor. 

Bei der Betrachtung der Vegetationspunkte von Glyceria und Pha- 
laris erhebt sich die Frage nach einer genaueren Definierung des Be- 
griffes Tunica. Wir hatten gesehen, daß dort die Aufteilung der zweiten 
Zellschicht zur Blattanlage außerordentlich hoch, in unmittelbarer Nähe 
des Scheitelmittelpunktes selber erfolgt, so daß bei der von Seite zu 
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Seite wechselnden Blattbildung nur ein Bezirk von 4—5 Zellen im 
Durchmesser unaufgespalten bleibt. Theoretisch ist nun der Fall mög- 
lich, daß die zukünftige Blattanlage noch etwas höher hinaufrückt, so 
daß vielleicht nur noch eine 1—2 Zellen breite Lage ungeteilt bleibt. 
Wäre dieses Minimum dann noch als zur Tunica gehörig aufzufassen ? 
In einem solchen Fall wäre es wichtig, festzustellen, ob diese Zellage auch 
unterhalb der Blattanlage einschichtig bleibt oder nicht. Das Studium 
solcher Knospen, bei deren Blattbildung jeweils der größte Teil des 
Sproßvegetationspunktes verbraucht wird, könnte hier vielleicht weiter- 
helfen. 

Da der Vegetationskegel der Gramineen beim Übergang zur In- 
floreszenzbildung eine starke Umgestaltung erfährt (WEBER 1938, 1939), 
so sollte doch geprüft werden, ob mit der morphologischen Veränderung 
auch eine histologische verbunden ist, ob der gleiche Schichtenbau dabei 
erhalten bleibt oder nicht. Diese Untersuchung würde gerade für die 
mit dem Chimärenproblem verbundenen genetischen Fragen von großer 
Wichtigkeit sein. Nach den Beobachtungen an Panicum und Sorgum, 
vielleicht auch an Oryza, sieht es so aus, als ob die Architektonik des 
Vegetationskegels der vegetativen Phase auch bei der Ausbildung eines 
Blütenstandes zunächst noch erhalten bleibt. Von Interesse wäre es 
nun, zu erfahren, wie sich ein solcher Übergang bei dem nichtgeschich- 
teten Vegetationspunkt von Saccharum vollziehen würde, wann dort 
die Bildung von peripheren Zellschichten einsetzt und in welcher Weise 
die Entstehung von Embryosack- und Pollenmutterzellen vor sich geht. 

Die Möglichkeit zur Chimärenbildung ist in all den Fällen gegeben, 
wo mindestens 2 selbständige Histogene am Aufbau des betreffenden 
Organes beteiligt sind. Nach den oben dargelegten histologischen Ver- 
hältnissen am Vegetationskegel sind haplo- und diplochlamydische 
Strukturen möglich. Die Chimäre mit einer zweischichtigen Außen- 
komponente würde bei den oben beschriebenen Formen mit zweischich- 
tiger Tunica Blätter von homogenem Gewebe aufweisen, da der Eintritt 
von Zellen aus dem Korpus in das Blattprimordium bei diesen nicht 
nachgewiesen werden konnte. Dieser Chimarenbau dürfte am Stengel 
allein schwer aufzufinden sein. Das gleiche gilt auch für die haplo- 
chlamydisch zusammengesetzten Pflanzen, deren Blätter sich nur aus 
dem Dermatogen ableiten. 

Die in der Knospe der beiden bunten Formen von Phalaris und 
Oplismenus aufgefundenen histologischen Verhältnisse gestatten ohne 
weiteres die Annahme, daß sie aus 2 Gewebesorten von unterschied- 
lichem Chlorophyligehalt zusammengesetzt sind. Die perikline Anord- 
nung der Gewebe bleibt in der Sproßachse vollständig erhalten. Die für 
die Gräser charakteristische intensive Beteiligung der Epidermis am 
Blattaufbau ändert die sonst für diese Fälle typische Randzeichnung 


Planta. Bd. 39. 29a 
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etwas ab. So ist der Status albocinctus des Blattes mit einer sektorialen 
Verteilung der beiden Mesophyllkomponenten verbunden. 

Die Unterschiede in der Blattentwicklung einerseits und der daraus 
entstehenden Zeichnung andererseits stimmen in ihren Zusammen- 
hängen so gut überein, daß sie auch damit die Annahme von der ent- 
wicklungsmechanisch bedingten, Buntheit beider Formen bestätigen. 
Daß hier keine Neigung zur Inversion vorzuliegen scheint, mag bei 
Phalaris damit zu erklären sein, daß Pflanzen, deren Achse vorwiegend 
aus der farblosen Komponente besteht, nicht existenzfähig sind. Bei 
Oplismenus dagegen, das häufig rein weiße Sprosse bildet, sollte sie 
zu finden sein. Es pflegen allerdings auch bei anderen Pflanzen die weiß- 
randigen Formen vorzuherrschen und stabiler zu sein. Vielleicht läßt 
sich eine Inversion durch experimentelle Eingriffe erzeugen. 

In diesem Zusammenhang wäre es von großem Interesse die Ex- 
perimente Bars (1950) an solchen panaschierten Gewächsen zu wieder- 
holen. Er zeigt, daß die Zellen des Vegetationskegels im Bereich der 
jüngsten Blattanlage noch nicht so weit determiniert sind, daß sie nur 
noch Blätter erzeugen können. Durch Verletzung des Hauptscheitels 
kann man diesen Zellkomplex zur Bildung eines neuen Vegetations- 
punktes veranlassen, wobei die ursprüngliche Schichtung anscheinend 
nicht immer erhalten bleibt. Wenn es sich dabei um das vorzeitige Aus- 
treiben der Achselknospe des sonst an dieser Stelle entstehenden Blattes 
handeln würde, dann sollten Beobachtungen an Periklinalchimären 
darüber Auskunft geben können, ob die Schichtung hier, wie sonst 
üblich, genau so auftritt wie am Hauptvegetationspunkt oder nicht. 
Hier scheint ein Weg vorgezeichnet, der uns vielleicht in der Frage nach 
der ursächlichen Entstehung von Rückschlagstrieben weiterhelfen 
könnte. 

Eine Überprüfung der in der Literatur beschriebenen bunten Gräser 
auf ihre eventuelle Periklinalchimärennatur hin war nur in wenigen 
Fällen möglich. Von den beiden von SABNIs (1932, S. 228 und 229) abge- 
bildeten panaschierten Gräsern entspricht die Buntheit von Arundo 
Donax durchaus unserer Phalaris, auch hier haben alle dargestellten 
Blätter einen weißen Rand, und das Mittelfeld ist bald schmäler, bald 
breiter grün. Bei Bambusa vulgaris var. striata ist die Streifung leider 
nicht ganz zu erkennen. Im Text wird nichts Näheres darüber gesagt. 

Riscakow (1927, S. 18) beschreibt eine bunte Setaria glauca, die er 
mit Phalaris vergleicht. Auch hier fehlten rein weiße Sprosse, und grüne 
Rückschläge traten selten auf. Die Epidermis führte nirgends Chloro- 
phyll, auch nicht bei rein grünen Pflanzen. 

Von einer gestreiften Roggenpflanze zeigt BUCHINGER (1932, S. 66) 
4 schematische Blattquerschnitte, die alle grüne Ränder hatten, doch 
wurde nicht gesagt, daß dies die Regel sei. Periklinalchimärischer 
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Bau des Blattes diirfte bei Secale vielleicht doch vorkommen, da nach 
den Untersuchungen von RôsLER (S. 43) der Scheitel zwar die gleiche 
Struktur besitzt wie der von Triticum, die Blattentwicklung aber nicht 
völlig geklärt wurde. Seine Abb. 52 läßt diese Möglichkeit aber durch- 
aus zu. 

Beim Hafer soll nach KLrem (1936, S. 304) die Blattanlage aus der 
aufspaltenden Tunica und dem Korpus hervorgehen. 

Die rein mütterlich vererbte Scheckung beim Mais, wie sie ANDERSEN 
(1923), DEMEREC (1927) und ZIRKLE (1929) schildern, scheint keine ein- 
heitlichen Randzonen auszubilden. Die Streifung ist hier meist so 
außerordentlich fein, daß die Gewebe mit unterschiedlichem Chloro- 
phyligehalt woh! kaum von verschiedenen Histogenen stammen dürften. 

Über die Herkunft des blassen Gewebes bei den von uns untersuchten 
Formen lassen sich vorläufig nur Vermutungen anstellen, genetische 
Analysen sind noch nicht durchgeführt worden. Wenn die farblosen 
Triebe fertil sind, dann könnte man durch entsprechende Kreuzungen 
feststellen, ob eine Übertragung von Plasma oder Plastiden durch den 
Pollen möglich ist. Ebenso müßte dann zu klären sein, ob Eizelle und 
Pollen der bunten Zweige wirklich von den chorophyllführenden, d.h. 
von den subepidermalen Zellen abstammen. 

Die Vorstellung, daß die Buntheit eines Gramineenblattes für jedes 
Blatt von neuem durch Plastidenmutation und -entmischung erst in der 
Blattanlage hervorgehen soll, bereitet doch einige Schwierigkeiten. Eine 
solche Differenzierung müßte also gleich bei den ersten Teilungen der 
Epidermis zur Blattanlage erfolgen, da die Streifung von der Blattbasis 
bis zur Spitze etwa kontinuierlich verläuft. Und es ist nicht so recht 
einzusehen, warum dann die Blattränder der beiden oben beschriebenen 
Gräser nicht auch einmal grün sein könnten, was jedoch nie zu finden war. 


Zusammenfassung. 

1. Innerhalb der Familie der Gramineae haben sich am Scheitel recht 
unterschiedliche histologische Strukturen nachweisen lassen. 

:) Von den hier untersuchten Gräsern haben Phragmites communis, 
Glyceria maxima, Dactylis glomerata, Zizania miliacea, Bambusa verti- 
cillata, Phalaris arundinacea var. pieta und vielleicht auch Oryza sativa 
einen Vegetationskegel mit echter zweischichtiger Tunica, die sich nur 
im Bereich der Blattanlagen in perikliner Richtung aufspaltet. Die 
Blätter bauen sich bei diesen Arten aus beiden Mantelschichten auf; die 
Beteiligung des Korpus ließ sich nirgends zeigen. Bei diesen Formen 
wären haplo- und diplochlamydische Periklinalchimären möglich. 

b) Eine nur einschichtige Tunica besitzen Oplismenus imbecillis var. 
variegatus, Panicum palmifolium und Sorgum bicolor. Die Blätter ent- 
stehen bei Panicum nur aus der Epidermis. Bei Sorgum und Oplismenus 
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kann auBerdem noch Korpusgewebe in die Blattanlage eintreten. Hier 
könnten grundsätzlich nur haplochlamyde Periklinalchimären entstehen, 
wobei das Blatt von Panicum nur aus dem Mantelgewebe hervorgeht. 

c) Der Scheitel von Saccharum officinarum besteht aus nacktem 
Korpusgewebe, wie es sonst unter den Spermatophyten nur bei den 
Gymnospermen bekannt ist. Ein periklinalchimärischer Bau-ist deshalb 
hier unmöglich. 

2. Durch die Übereinstimmung von Anatomie und Entwicklungs- 
geschichte lassen sich die beiden panaschierten Formen Phalarisarundina- 
cea var. picta und Oplismenus imbecillis var. variegatus als haplochlamyde 
Periklinalchimären des status albocinctus auffassen. Die sektoriale 
Verteilung der beiden Gewebekomponenten im Mesophyll ist durch die 
den Gräsern eigene starke Anteilnahme der Epidermis an der Blatt- 
bildung bedingt. 
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Betrachtet man das Mißverhältnis zwischen der geringen Größe der 
Pollenkörner und der Länge der Pollenschläuche von der Narbe bis zur 
Samenanlage, so erhebt sich die schon alte Frage: Woher erhält der 
Pollen die zur Ausbildung des Pollenschlauches notwendigen Aufbau- 
substanzen? Die Vermutung, daß der Griffel diese liefere, ist schon 
häufig geäußert: worden (vgl. z. B. SchocH-Bopmer 1945a, 1946, dort 
weitere Literatur). Man nahm dabei an, daß zur Mobilisation dieser 
Substanzen Fermente vom Pollenschlauch sezerniert würden. 

Daß tatsächlich Fermente in Pollen und Pollenschläuchen vorhanden 
sind, ist auch in zahlreichen Arbeiten nachgewiesen worden (Literatur 
bei BRINK, 1924). Trotzdem ist unser Wissen über die speziellen Auf- 
gaben und Leistungen solcher Fermente nicht sehr groß. So wissen wir 
noch nicht einmal ‘sicher, wo bzw. welche Fermente überhaupt aus- 
geschieden werden (GREEN, 1894; BRANSCHEIDT, 1930; KÜHLWEIN, 1937; 
SCHOCH-BODMER, 1946). Auch über den Einfluß der Keimung des 
Pollens, seines Alterns und weiterer physiologischer Vorgänge auf die 
Pollenfermente ist erst wenig bekannt (GREEN, 1894). 

Bei der großen Zahl der im Pollen vorkommenden Fermente (nach 
Paton, 1921, mindestens 9 bei 18 untersuchten Pollenarten) muß man 
sich bei quantitativen Untersuchungen dieses Gebietes natürlich be- 
schränken. In der nachstehenden Arbeit sind daher nur 3, den 
Kohlenhydratstoffwechsel betreffende Fermente berücksichtigt, nämlich 
Phosphatase, Amylase und Invertase. 

Über das Vorkommen von Phosphatase in Pollen weiß man noch 
nichts Sicheres, jedoch hat IGNATIEFF (1936) gefunden, daß die Antheren 
zu den Organen mit höchster Phosphataseaktivität gehören. Amylase 
und Invertase sind dagegen schon oft in den Pollenkörnern nachgewiesen 
worden (qualitativer Nachweis: ERLENMEYER, 1874; Paton, 1921; ELSER 
und GANZMÖLLER, 1931); und durch GREEN (1894) wissen wir auch 
schon einiges über den Einfluß des Pollenalters, der Pollenkeimung und 
des Keimmediums auf das Verhalten dieser beiden Fermente. Die 
Mehrzahl der bisherigen Untersuchungen ist aber schon in einer Zeit 
gemacht worden, als erst wenig von der Spezifität der Fermente bekannt 
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war und insbesondere das py-Optimum der Fermente nicht berücksichtigt 
werden konnte. 

Aufgabe dieser Arbeit soll sein: 

1. Genaue, quantitative Fermentbestimmungen unter optimalen 
und spezifischen Bedingungen für die 3 genannten Fermente am Pollen 
durchzuführen. 

2. Ihre Aktivität bei Keimung des Pollens und in Beziehung zur 
Keimfähigkeit zu prüfen, um daraus möglicherweise die Bedeutung der 
hydrolytischen Fermente für die Pollenkeimung ablesen zu können. 

3. Zu versuchen, die Lokalisation wenigstens der Phosphatase durch 
histochemische Untersuchung klarzustellen. 


I. Methodik. 
1. Sammeln und Behandeln des Pollens. 


Die Antheren wurden den Blüten kurz vor ihrem Aufspringen entnommen; 
nach dem Aufplatzen wurde der von den Antherenhüllen getrennte Pollen in ver- 
dunkelten Exsikkatoren bei 18—21° C aufbewahrt. 


2. Methode der Pollenkeimung. 


Es galt hierbei, die zur Analyse erforderlichen 40 bzw. 80 mg Pollen (s. unten) 
erstens zu gleichmäßiger Keimung anzuregen, zweitens keimen zu lassen und 
drittens nach der Keimung quantitativ in die Analyse zu bringen. Dazu wurden 
Glasplatten (10 x 10cm, 0,5mm dick) benutzt, auf die mit angeschliffenem Objekt- 
träger dünne. Filme von Zuckeragar (1% Agar-Agar und 10% Rohrzucker in 
doppelt destilliertem Wasser) aufgetragen wurden!. Die Zuckeragar-Filme waren 
rasch lufttrocken, und nun wurden die Platten auf einer Analysenwaage auf 0,5 mg 
genau gewogen; sodann wurde mit einem feinen Pinsel Pollen aufgestäubt, und 
zwar innerhalb einer Schablone, die die lichte Kreisfläche einer Petrischale frei ließ, 
und schließlich wieder gewogen. Damit war das Frischgewicht des aufgetragenen 
Pollens ermittelt. Eine Platte trug z. B. bei Digitalis purpurea im Durchschnitt 
12 mg Pollen, so daß für einen Versuch etwa 4 bzw. 8 Platten (40—80 mg Pollen- 
trockensubstanz) notwendig waren?. Die Platten wurden nun umgewendet und 
als Deckel auf die unteren Hälften von Petrischalen, die halb mit Wasser gefüllt 
waren, mit 1%igem Agar aufgeklebt. Diese großen Keimkammern nach dem 
Modell van TIEGHEMS (1869) wurden dann während meistens 5 Std in einen 
Thermostaten bei 25°C gebracht. Vor dem Ansetzen der Fermentsuspension 
fand unter dem Mikroskop eine Prüfung jeder Keimschale auf ihre Keimprozente 
hin statt. 

3. Bereitung der Fermentsuspension. 


Zur Fermentanalyse mußten die Zellen gesprengt werden. Zerstörung mittels 
flüssiger Luft mißlang, weil der Wassergehalt des Pollens so gering ist, daß ein 





1 Alle Lösungen wurden immer in Aqua bidest. angesetzt, alle Glasinstrumente 
stets durch Chromschwefelsäure völlig fettfrei gemacht, und alle Chemikalien waren, 
wenn nicht anders angegeben, „pro analysi‘. 

? Es mußten stets einige überzählige Platten gerichtet werden, falls, wie es 
gelegentlich vorkam, auf einzelnen Platten aus unbekannter Ursache keine Pollen- 
keimung stattgefunden hatte. 
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Sprengen der Zellen durch Gefrieren des Zellsaftes nicht eintritt!. Deshalb wurde 
der trockene Pollen im Achatmörser sehr sorgfältig zerrieben; die mikroskopische 
Prüfung zeigte immer nur wenige unverletzte Pollenkörner. Das gemörserte 
Pollenmaterial wurde dann über konzentrierter Schwefelsäure im Vakuumexsik- 
kator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, die schon nach 6 Std erreicht 
war. Dies ist von Bedeutung, weil für die Untersuchung der Fermentaktivität 
autolytische Vorgänge ausgeschaltet sein müssen (NiLsson und Arm, 1936). Das 
getrocknete, gemörserte Material konnte längere Zeit im dunklen Exsikkator auf- 
bewahrt werden, ohne daß ein Verlust an Fermentaktivität eintrat. Im Gegensatz 
zu Beobachtungen von OPARIN und Rısskına (1932) an Blattamylase zeigten 
getrocknetes und ungetrocknetes Pollenmaterial (Digitalis purpurea) gleich hohe 
Fermentaktivität?. Das war wichtig zu wissen, da bei den späteren Untersuchungen 
getrockneter, ungekeimter und ungetrockneter, gekeimter Pollen in ihren Ferment- 
aktivitäten miteinander verglichen werden sollten. Wurde dagegen gekeimtes 
Material getrocknet, so verringerte sich die Fermentaktivität sehr wesentlich 
(Tabelle 1). 

Bei den Analysen mit gekeimten Pollen geht der Agar in die Fermentsuspension 
ein. Er könnte hier nun entweder durch seinen Gehalt an freien Phosphationen die 
Phosphatasetätigkeit hemmen oder auch aktivierend auf sie wirken. Bei den vor- 
genommenen Prüfungen zeigte sich aber, daß der Gehalt an freiem Phosphat sehr 
gering (0,2 y P) und daß keine Aktivierung zu bemerken war. Zum Beispiel war 
die Phosphataseaktivität bei Amaryllis belladonna ohne Agar 58,3 y P, mit Agar 
57,5 y P (Expositionszeit 15 min). 

Von dem trockenen, gemörserten Pollenmaterial wurden für die Untersuchung 
auf Amylase bzw. Invertase 40 mg, auf die von Phosphatase dagegen 80 mg je 
Ansatz gebraucht. Das pulverisierte Material wurde dazu mit etwa 1 cm? Wasser 
in einer Porzellanreibschale angerieben und dann quantitativ in einen 20 cm? 
MeBkolben übergespült, wobei 10 cm? der Flüssigkeit aus Pufferlösung bestand. Es 
zeigte sich nämlich, daß die Fermentaktivität höher liegt, wenn die Ferment- 
suspension bereits den optimalen p,-Wert des zu untersuchenden Fermentes 
besitzt. (Phosphataseaktivität bei Digitalis-Pollen ohne Pufferzusatz 31,2 y P, 
mit Pufferzusatz 56,4 y P, bei 15 min Expositionszeit.) Die Pollensuspension 
wurde nach gutem Umschütteln in 50 cm* Erlenmeyer-Kolben gegeben und zur 


Tabelle 1. Riickgang der durch Keimung gesteigerten Phosphatase- und Amylase- 
aktivität nach Trocknung des gekeimten Pollens (Digitalis purpurea). 

















Phosphatase- Amylaseaktivitat in 
aktivität Milligramm Maltose 
in y P nach nach 
15 min| 40 min] 4 Std | 6 Std 
Getrockneter, ungekeimter Pollen 50,6 | 98,6 | 0,225 | 0,688 
Gekeimter, getrockneter Pollen . : 56,6 | 92,2 | 0,246 | 0,688 
Gekeimter, ungetrockneter Pollen . . . 86,7 | 145,0 | 1,610 | auBerhalb des 
| Meßbereiches 


1 Topp "und BRETHERICK (1942) geben 


bei lufttrockenen Pollen (34 Arten) 


Wassergehalte zwischen 3,91 und 17,4% an. Ich stellte den Fi 
frischen Pollens fest und fand ihn zwischen 4 und 22%, im Mittel der untersuchten 


20 Arten bei 8,7%. 


3.428. 224, 


halt des 





2 Die Zahlenwerte aller 3 Fermente beziehen. sich stets auf 1 mg Trocken- 


substanz. 


Die Untersuchungen wurden immer bei 2 Expösitionszeiten vor- 


genommen, wenn auch nicht immer beide angegeben werden. 
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Vorwärmung während 30 min im Wasserbad bei 38°C exponiert. Da in der Sus- 
pension auch autolytische Vorgänge erfolgen, wurde stets genau die gleiche Zeit- 
dauer von 30 min zur Erwärmung eingehalten, so daß jedenfalls die gewonnenen 
Werte relativ einwandfrei sind. Die Fermentsuspension wurde ohne weitere 
Reinigung oder Zusätze zur Prüfung der Fermentaktivität verwandt, da sich 
gezeigt hatte, daß beim Filtrieren aktives Ferment am Filter adsorptiv gebunden 
zurückbleibt und beim Extrahieren gebundenes Ferment durch Proteolyse in 
Freiheit gesetzt wird (Nırsson und Arm, 1936). 


4. Bereitung der Substrat- und Pufferlösungen. 


a) Phosphatasesubstrat. Der Phosphatase wurde, da es sich um eine Mono- 
phosphoresterase handelte, Natrium-8-Glyzerophosphat (Merck) zur Hydrolyse ge- 
boten. Diese Verbindung zeigt in Wasser 
gelöst den p,-Wert 8,24. Der optimale 
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Abb. 1. Darstellung des optimalen px- Abb. 2. Priifung auf das Vorhandensein 
Bereiches der Phosphatase (Fritillaria einer alkalischen Phosphatase (Digitalis 
imperialis). purpurea). 


Pa-Bereich für die Phosphatasetatigkeit liegt, wie Versuche mit Pollen zeigten 
(Abb. 1), zwischen p,, = 5,2 und 5,6, was dem Wirkungsoptimum der Sojabohnen- 
Phosphatase (Grr1, 1937) entspricht. Abb. 2 zeigt, daß eine alkalische Phos- 
phatase im Pollen fehlt; denn die Kurve sinkt mit steigendem p,, beständig ab. 
Das bedeutet, daB im alkalischen Milieu die Wirkungsbedingungen der sauren 
Phosphatase schlechter werden und daher ihre Aktivitat schwindet. Bei Vor- 
handensein einer alkalischen Phosphatase müßte ein zweites Optimum etwa 
zwischen p, = 8—10 auftreten. 

Um die Fer tunt hungen bei konstantem p,-Wert durchzuführen, 
wurde der Essigsäure-Natriumazetat-Puffer nach MıcHarLıs (BAMANN und 
Myrsäck, 1941) verwendet, aber nicht, wie dort angegeben, in 1/10, sondern in 
1/1 Normalität. Da sich herausstellte, daß das Ferment-Substratgemisch den 
Pa-Wert um 0,1—0,15 p, ins alkalische Gebiet verschiebt, wurde die Pufferlösung 
auf py = 5,2 angesetzt. Die Azidität von Pufferlösung und Ferment-Substrat- 
gemisch wurde fortlaufend überprüft. Für die Messungen diente das. elektrische 
Ionometer (LAUTENSCHLÄGER) mit Kalomel- gegen Chinhydronelektrode. Das Na- 
trium-B-Glyzerophosphat wurde mit unverdünnter Pufferlösung angesetzt. Die 
Substratkonzentration war 1,5%ig; im Digestionsgemisch (Fermentsuspension 
und Substratlösung wurden im Verhältnis 1:1 gemischt) demnach 0,75%ig. Die 
Substratlösung wurde wie die Fermentsuspension 30 min vor Versuchsbeginn zum 
Vorwärmen im Wasserbad exponiert. 

b) Amylasesubstrat. Zur Messung der Amylaseaktivität wurde die Ferment- 
suspension mit löslicher Stärke nach SuLKowsky versetzt. Um bei den geringen 
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Pollenmengen die Fer tsuspension nicht unnôtig zu verdünnen, wurde die 
Substratkonzentration hoch gewählt. Die Stärkelösung, 8%ig angesetzt, im 
Digestionsgemisch 4% ig, entsprach einer für die Fermentreaktion etwa optimalen 
Konzentration. Wie Abb. 3 zeigt, wiirde eine weitere Konzentrierung der Stärke- 
lösung nur noch geringe Steigerung der Aktivität bewirkt und zu Schwierigkeiten 
bei der Messung an reduzierenden Restsubstanzen geführt haben. Denn bei der hohen 
Stärkekonzentration engt die ebenfalls hohe Restreduktion den MeBbereich ein. 

Die Substratlösung wurde mit dem Phosphatpuffer nach S6RENSEN gepuffert. 
Die beiden Pufferkomponenten wurden vor jedem Versuch so gemischt, daß ein 
Pa-Wert von 5,8 resultierte. Der optimale p,-Bereich der im Pollen vorliegenden 
Amylase ergab sich zwischen py = 5,6 und 6,0 [Versuche mit T'ulipa- und Lilium- 
Pollen (Abb. 4)]. 

c) Invertasesubstrat. Als Substrat der Invertase diente Rohrzucker (Handels- 
ware), und zwar in 10- bzw. 5%iger Lösung im Digestionsgemisch (Substrat und 
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Abb.3. Abhängigkeit derAmylaseaktivität Abb. 4. Darstellung des optimalen 
von der Substratkonzentration. pu-Bereiches der Amylase. 


Fermentsuspension wurden wieder im Verhältnis 1:1 gemischt). Nach NELson 
und SCHUBERT (1928), sowie AUDEN, ALLDEN und Dawson (1931) werden Zucker- 
konzentrationen über 10% nicht mehr so rasch gespalten. Wie bei der Phosphatase 
wurde der Essigsäure-Azetatpuffer in 1/1 Normalität verwandt. Der optimale 
Pa-Wert für die Invertase liegt bei 4,5 (MicHAELIs und Davıpsonn, 1911). 


5. Wahl der Expositionszeiten. 


Die Substrat- und Fermentlösungen wurden jeweils 30 min bei 38°C vor- 
gewärmt, dann im Verhältnis 1:1 gemischt und für eine jedem Ferment spezifische 
Expositionszeit im Wasserbad belassen. Für die Phosphatase und Invertase wurden 
kurze Expositionszeiten gewählt, nämlich 15 und 30 min, da diese schnellwirkenden 
Fermente im allgemeinen nur kurze Zeit im Sinne einer monomolekularen Reaktion 
arbeiten und dann ermüden. Bis 30 min war das aber noch nicht der Fall, wie 
Versuche mit Digitalis-Pollen für Phosphatase und mit Lilium-Pollen für Invertase 
ergaben. 

Bei der Invertase wäre die Verwendung langer Expositionszeiten unbedenklich 
gewesen, denn bei Prüfungsversuchen verlief die Fermentreaktion mindestens 
9 Std lang proportional der Zeit, ohne daß Ermüdung eintrat. Trotzdem wurde 
auch hier immer 15 und 30 min exponiert, weil die anfallenden Mengen reduzieren- 
der Zucker sonst aus dem Meßbereich herausgeschlagen wären. 

Zu den oben genannten Zeitpunkten, also nach 15 bzw. 30 min bei Phosphatase 
und Invertase, wurden den Reaktionsgemischen aliquote Volumina entnommen und 
nach sofortiger Sistierung der Fermentreaktion der Analyse zugeführt. Bei der 
Amylasebestimmung wurden Proben nach 4 und 6 Std entnommen. Mono- 
molekular verlief die Amylasereaktion mit Sicherheit über 4 Std. 
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Die im Pollen vorhandenen freien Phosphationen und reduzierenden Stoffe 
muBten in Abzug gebracht werden, weil sie die zu prüfende Fermentaktivität 
fälschlich erhöht hätten. Bei der Phosphataseb ung wurde zur Erfassung 
des Restphosphors ein Parallelansatz gemacht, in dem Fer tsuspension mit 
destilliertem Wasser im Verhältnis 1:1 gemischt wurde. 

Bei Amylase- und Invertasebestimmungen wurden sofort nach Mischung von 
Substrat und Fermentsuspension Proben entnommen und daraus die Restreduktion 


ermittelt. 
6. Bestimmungsmethoden der Spaltprodukte. 

a) Phosphatbesti g. Die Phosphataseaktivität wurde an der Menge der 
Phosphationen gemessen, die aus der Substratlösung des Glycerophosphates ab- 
gespalten waren (Methode von LOHMANN und JENDRASSIK, 1926). Die einzige 
Veränderung gegenüber der Originalmethode, die vorgenommen werden mußte, 
bestand in der Wahl eines anderen Reduktionsmittels: Weder das von LOHMANN 
und JENDRASSIK angegebene Amidol, noch das von anderen Forschern angegebene 
Eikonogen waren zu Beginn dieser Arbeit verfügbar. Es wurde stattdessen Metol 
benutzt und die Konzentration gegenüber dem Amidol verdoppelt, also 1%ig statt 
0,5%ig, da sonst hochkonzentrierte Phosphatlösungen sich nicht vollständig aus- 
färbten, wie die Versuche mit Standardlösung gezeigt haben. 

Zur Messung wurde ein Leitz-Photometer und das Farbfilter A — 666 mu 
benutzt. 

b) Zuckerbestimmung. Die bei der Amylase- bzw. nn entstehen- 
den reduzierenden Zucker wurden nach der Bestin thode von HAGEDORN 
und JENSEN (1923) gemessen. Im folgenden wol — den Spaltprodukten der 
Fermente entsprechend — bei der Invertase die Ergebnisse in Milligramm Glukose, 
bei der Amylase in Milligramm Maltose angegeben (nach WEISE und Branp, 1933). 

Die Fermentaktivitäten aller 3 Fermente beziehen sich stets auf 1 mg 
Trockensubstanz an Pollen. Leider waren im allgemeinen keine Doppelferment- 
ansätze möglich, weil die Menge völlig gleichartigen Pollenmaterials dafür nicht 
ausreichte. In einer Reihe von Fällen konnten sie doch durchgeführt werden und 
zeigten dann stets, daß die Werte nicht weiter differierten als die der parallel ent- 
nommenen. Proben eines Ansatzes. Die Versuche wurden jedoch zum großen Teil 
mehrfach wiederholt, wobei die absoluten Zahlenwerte sehr unterschiedlich aus- 
fielen; es war daher nicht sinnvoll, Mittelwerte zu berechnen. Die relative Ände- 
rung der Werte aber blieb gewahrt. Bei jeder Probeentnahme wurden 4 Parallel- 
proben entnommen, bei - Fermentansatz also 8 Bestimmungen ausgeführt, 
mit den Restbesti insgesamt also 12. Die Fehlerberechnungen haben 
ergeben, daß für die Phosphatbesti g die Fehlergrenze unter 5% lag, für die 
Zuckerbestimmung dagegen um 10%. 




















7. Bestimmung der Phosphataselokalisation. 


Frischer, keimfähiger Pollen wurde auf einen Tropfen Keimsubstrat (1% Agar, 
10% Rohrzucker und 1°/,, lösliche Stärke) aufgestäubt, der nicht, wie sonst üblich, 
auf Deckgläschen, sondern auf Objektträgern aufgetragen war, die zur anschließen- 
den Herstellung von Präparaten geeigneter waren. Der Objektträger wurde mit 
Hilfe von Agar umgekehrt auf kleine Ringfeuchtkammern aufgeklebt. Die Kam- 
mern wurden zur Keimung des Pollens in Thermostaten von 25°C gebracht. 
Hatten die Pollenschläuche die gewünschte Länge erreicht, so wurden die Präparate 
in Azeton fixiert und. durch die absteigende Alkoholreihe geführt. 

Die Lokalisation der Phosphatase wurde nach der Methode von Gomori (1946) 
in Abwandlung nach Worr, CABAT und NEWMAN (1943) bestimmt: Dazu werden 








die Objektträger bei 38°C in gepuffertem Phosphat, bstrat exponiert (bei 
unseren Untersuchungen erwiesen sich 20 min Expositionszeit als günstig). Das 


Substrat enthält noch Blei- 
nitrat, mit dem sich die frei- 
werdenden Phosphationen zu 
Bleiphosphat umsetzen. Der 
anhaftende Uberschu8 an 
Substratlösung wird durch 
Wässern von den Objekt- 
trägern entfernt. Nach Ein- 
führen in eine Ammoniumsul- 
fidlösung setzt sich das Blei- 
phosphat in schwarzes Blei- 
sulid um. Die entstehende 
Schwärzung ist den abgespal- 
tenen Phosphationen äquiva- 
lent und zeigt den Ort der 
arbeitenden Phosphatasemole- 
küle an (Abb. 5). Zur Ermitt- 
lung des Phosphatgehaltes, der 
sich ohne Fermenttätigkeit in 
Pollen befindet, werden Par- 
allelansätze der gleichen Ob- 
jekte in Substratlösung ex- 
poniert, die kein Natrium- 
ß-Glyzerophosphat enthalten. 
Die in diesen Präparaten vor- 
handenen freien Phosphat- 
ionen setzen die gleiche Reak- 
tionskette in Gang und zeigen 
dies durch schwache Schwär- 
zung oder Bräunungan(Abb.6). 

Leider gibt die Gomorische 
Methode die Fermentaktivität 
nicht absolu? quantitativ an, 
sondern nur relativ. Denn er- 
stens wird durch das Fixieren 
ein Teil der Fermentmoleküle 
zerstört, und zwar mehr als 
50% (NEUMANN, 1950), und 
zweitens ist zu beobachten, 
daß wahrscheinlich auf der 
Stufe der Bleiphosphatbildung 
eine Diffusion der Moleküle 
stattfindet. Außer der Fär- 
bung in den Pollenschläuchen 
war nämlich in den Präparaten 
häufig auch der Agar in der 
Nähe der Pollenkörner oder 
-schläuche braun. gefärbt. In 


manchen Präparaten war deutlich zu erkennen, daß dieses Abwandern der Moleküle 
eine Beziehung zur Schwerkraft hatte: Die senkrecht stehenden Präparate wiesen 
unterhalb des Pollens Schwärzungsbahnen auf. Innerhalb der Pollenschläuche 
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Abb. 5. Dic Schwärzung (Bleisulfid) ist der Nachweis 
der Phosphatase. Substrat mit Glyzerophosphat 
(Impatiens Olivieri). 


Abb. 6. Die geringe Schwärzung (gegenüber Abb. 5) 
ist der Nachweis des Restphosphates. Substrat ohne 
Glyzerophosphat (Impatiens Olivieri). 
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wurden solche Diffusionsbilder nicht beobachtet. Die Phosphatasezentren waren 
in ihnen ziemlich scharf begrenzt; häufig war die Schwärzung in den Schläuchen 
aus distinkten Punkten zusammengesetzt. Es ist anzunehmen, daB der Proto- 
plast einer Diffusion in so kurzer Zeit stärkere Widerstände entgegensetzt als die 
Pollenmembran. Die Verteilung der Schwärzung innerhalb des Pollenschlauches 
ist demnach als wirkliches Bild der Phosphataseverteilung zu werten. 

Die gefärbten Präparate wurden in Dauerpräparate umgewandelt, so daB sie 
auch später noch wieder überprüft werden konnten. 


II. Vorversuche. 
A. Fermentaktivierung in keimendem Pollen 
durch die chemische Zusammensetzung des Substrates. 
1. In vitro. 

Für Studien über die Fermentaktivität in Pollen und Pollenschläu- 
chen war zunächst die Vorfrage zu: lösen, ob durch Zugabe von Sub- 
stanzen, die als Substrat für gewisse Fermente wirken (z. B. Stärke für 
Amylase), die entsprechenden Fermente in den Pollen aktiviert werden. 
Wären alle Pollenfermente bekannt und bôte man den keimenden Pollen 
in physiologisch richtiger Reihenfolge! und Menge die Fermentsubstrate, 
so wäre zu erwarten, daß die Stoffumwandlung (Abbau wie Aufbau) 
ähnlich wie unter natürlichen Bedingungen verlaufen würde, und auch 
in vitro stets Pollenschlauchlängen erreicht würden, wie sie in vivo 
erforderlich sind*. Um das für die Amylase nachzuprüfen, wurden 
Keimversuche mit wechselnden Mengen von Stärke im Grundsubstrat 
(10% Rohrzucker und 1% Agar) angestellt. Doch war selbst bei großer 
Anzahl von angesetzten Keimproben, vielen Auszählungen der Keim- 
prozente und Messungen der Pollenschlauchlängen keine statistisch 
gesicherte Förderung des Wachstums durch die Stärke zu beobachten 
und somit kein zwingender Beweis für die Richtigkeit der Annahme 
zu erbringen. Versuche mit Pektinzusätzen verliefen völlig negativ. 


2. In vivo. 


Nun wurde versucht, die Abhängigkeit der Pollenfermente in vivo 
ven den durch den Griffel gebotenen Stoffen zu klären, und zwar durch 
direkte Analyse der Fermenttätigkeit in den Pollen bzw. den Pollen- 
schläuchen. Geeignete Versuchsobjekte, die es erlauben, in vivo ge- 
wachsene Pollenschläuche zu gewinnen, sind Pflanzenarten, die einen 
Griffelkanal besitzen, aus dem die Pollenschläuche gebündelt heraus- 


1 Pollenkeimung und Pollenschlauchwachstum stellen unterschiedliche Er- 
nährungsansprüche. 

? In wenigen Fällen ist es gelungen, die Pollenschläuche in Keimkulturen zu 
in vivo erforderlichen Längen heranzuziehen: BoBILIOFr-Preisser (1917) bei 
Vinca minor, BRANSCHEIDT (1939) bei Taxus baccata; in dieser Arbeit bei Jm- 
patiens Olivieri (Schlauchlängen von 0,8 em) und Thea japonica (Schlauchlängen 
von 2,5 cm). 
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prapariert werden kénnen. Dazu wurden Bliiten von Fritillaria pyrenaica, 
Fritillaria meleagris, Lilium bulbiferum, Lilium martagon und Digitalis 
purpurea kastriert, die Griffel herausgeschnitten, jeweils gleichzeitig 
bestäubt und in Petrischalen mit feuchtem Filtrierpapier gelegt. Nach 
24 Std hatten die Pollenschläuche den Griffel durchwachsen und konnten 
unter dem Binokular herauspräpariert werden. An diesen Pollenschlauch- 
bündeln! wurde sofort nach dem Präparieren die Amylaseaktivität nach 
WOHLGEMUTH (1908) ge- 











prüft?. Sie zeigten keine Tabelle 2. Amylaseaktivität trockenen, 
oder eine nur sehr geringe ungekeimten Pollens. 
Fermentaktivität. Va Pflanzenart je 100 mg WE 
Die geringe Aktivität datum “Saas | 2 
kann mehrere Ursachen 
haben: Erst-ns war die auf = + Pinus montana... - 4 
diese Weisegewonnene Sub- 31.11.48 | Zilium martagon 1 . 64 
stanzmenge sehr gering; 20. 4.48 | Fritillaria imperialis. . 8 
: Soi. 3. 6.48 | Fritillaria pyrenaica. . b+ 
pr 100 Griffein von Digi as | Tulipe Forterions. … |. 
talis purpurea ergaben sich 1. 5.48 | Carpinus betulus . . 32 
z. B. nur 5 mg lufttrocke- 20. 4.48 | Betula verrucosa . 8 
ner Pollenschläuche. Für 3 6-48 | Fagus siloatica . . . . 9 
: x 5 1. 5.48 | Quercus robur .... 8 
diese kleine Materialmenge 23. 8.47 | Portulaca sativa . . . 512 
ist der Test aber viel zu 5. 5.48 | Paeonia officinalis . 8 
13. 7.48 | Digitalis purpurea. . 64 








grob, wie sich bei den Ver- 
suchen mit größeren Men- * Die Zahlen des Wohlgemuth-Testes (WE = 
gen trockenen Pollens (Ta- Wohlgemuth-Einheit) geben an, wieviel rom 
belle 2) zeigte. Zweitens en ae UE PT Reg von LOS 
N : 5 £ Fermentlösung in einem Zeitraum von 30 min 
ist nicht sicher, ob beim bei 38°C und optimaler Pufferung des Substrates 
Herauspräparieren allePol- zu Dextrinen abgebaut werden. 

lenschläuche in ihrer gan- 

zen Länge erfaßt werden; gerade der vordere, plasmareiche Teil der 
Schläuche, bei dem auch die Wandsubstanz stark mit Plasma durch- 
setzt ist (ScHOCH-BODMER, 1945b), kann sehr leicht abreißen, womit 
dann die vielleicht amylolytisch wirksamste Zone verlorenginge. Ob 
die Untersuchung an diesen Pollenschlauchbündeln möglich ist, kann 
also nur mittels sehr feiner Fermentanalysen geprüft werden, wie sie 
etwa in der ,,enzymatischen Histochemie“ von LINDERSTRÜM-LANG 
(1931) durchgeführt werden; aber die dazu notwendigen Geräte und 
Apparaturen waren nicht zugänglich. 


1 Die Zahl der Pollenschlauchbündel betrug bei Digitalis purpurea und Lilium 
martagon in jedem Versuch 100, bei Lilium bulbiferum und den Fritillariaarten 
waren es weniger (20—70). 

2 Während des langwierigen Präparierens wurden die zarten Pollenschläuehe 
lufttrocken. 
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B. Amylaseaktivität in trockenem Pollen. 


Tabelle 2 zeigt die Amylaseaktivität einiger Pollenarten, wobei 
Portulaca sativa den höchsten Wert und Juniperus nana den geringsten 
* erreichte. Unter den Monocotyledonen sind besonders viele Vertreter mit 
hoher Amylaseaktivität vorhanden, was sich in den späteren Haupt- 
versuchen wieder zeigen wird. Das Fehlen von Amylase im Pollen von 
Fagus kann scheinbar sein, da der Test eben sehr geringe Aktivitäten 
nicht erfaßt. 
III. Hauptversuche. 
A. Biochemische Fermentbestimmung. 
1. Ungekeimter Pollen. 


a) Die Größenordnung der Pollenfermentaktivität. Die Aktivitätsunterschiede, 
die mit dem Wohlgemuth-Test zu ermitteln sind, stellten sich als sehr grob 
heraus, doch hatten die in Tabelle 2 aufgeführten Amylaseaktivitäten von 
Pollenarten orientierenden Wert!. Es wurde nun, um feinere Aktivitätsstufen 
von Fermenten zu erfassen, zu Mikrobestimmungen der Fermentspaltprodukte 
übergegangen, die an trockenen Pollen und an in vitro gekeimten Pollen durch- 
geführt wurden. 

Bei den Mikrobestimmungen der Fermentaktivität, die über die Bestimmung 
der Absolutwerte hinausgingen und physiologische Zusammenhänge feststellen 
sollten, wurde überwiegend die Phosphatase untersucht. Amylase und Invertase 
wurden dagegen nur zur Unterstützung herangezogen. Die Phosphatasebestim- 
mungen wurden deshalb bevorzugt, weil sie mit weit größerer Genauigkeit durch- 
geführt werden konnten als die der beiden anderen Fermente; außerdem, weil 
nach PrANKUCH (1936) die Bedeutung der Phosphatase in einer Schlüsselstellung, 
nämlich der Steuerung des Kohlenhydratstoffwechsels, gesehen wird. Für Amylase 
und Invertase erschienen hingegen einige quantitative Absolutwerte wichtig, sowie 
die Größenordnung ihrer Aktivitätssteigerung bzw. -abnahme bei den untersuchten 
pollenphysiologischen Vorgängen. 

Zunächst wurde frischer, keimfähiger Pollen ? einiger Pflanzenarten 
auf seine Phosphataseaktivität geprüft, um als Grundlage einen Über- 
blick zu bekommen, in welcher Größenordnung sich die Pollenphos- 


phataseaktivität überhaupt bewegt. 


1 Ein Vergleich der Amylase-Testergebnisse mit den durch Mikrobestimmung 
ermittelten Amylasewerten ist nicht ohne weiteres möglich. Es gibt bekanntlich 
3 verschiedene Wirkungen der Amylase, nämlich die Stärkeverflüssigung, die 
dextrinierende Kraft und die Stärkeverzuckerung. Diese 3 Kräfte des Fermentes 
liegen aber nicht in jedem Amylasepräparat in gleich starkem Maße vor, sondern 
sind je nach der Herkunft der Amylase ungleich ausgebildet. In dem Wohlgemuth- 
Test (1908) wird die dextrinierende Kraft der Amylase gemessen. In den folgenden 
Hauptversuchen der Arbeit wird die Amylaseaktivität hingegen nach der Stärke- 
verzuckerung beurteilt. 

2 Der Pollen wurde möglichst zu Beginn der jeweiligen Blütezeit der betveffen- 
den Art entnommen, weil sich herausgestellt hatte (s. Abschnitt b), daß der Pollen 
aus den ersten Blüten einer Pflanzenart die höchste Fermentaktivität besitzt. 
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Von den 20 untersuchten Arten (Tabelle 3) zeigte Alnus glutinosa 
mit 9,2 y P! die geringste Phosphataseaktivität, Digitalis purpurea mit 
68,2 y P die höchste. 

Um die Größe dieser Pollenfe taktivität im Rahmen der sonst in der Natur 
vorkommenden Phosphataseaktivität beurteilen zu künnen, wurden mit der gleichen 
Methode auch ganz andere, nämlich tierische Objekte untersucht. Von der Pro- 
statadrüse weiß man (KUTSCHER und WoLBERGs, 1935), daß sie die höchste Ak- 
tivität an saurer Phosphatase besitzt, und auch die Niere gilt als ein Organ relativ 





Tabelle 3. Phosphataseaktivität frischen keimfähigen Pollens verschiedener Pflanzen. 

















Phosphataseaktivitäten 
a in y P nach 
er Pflanzenart : | pi 
15 min | (mit +versehen 
| 40 min) 
7. 9.49 | Colchicum autumnale . 22,8 | 37,0 
12. 9.49 | Colchicum giganteum . 34,7 | 55,5 
12. 9.49 | Hyacinthus candicans . 16,1 | 23,5 
9. 5.49 | Fritillaria pyrenaica. . 28,2 51,2 
9. 5.49 | Fritillaria meleagris . . 17,2 | 38,2 
22. 4.49 | Tulipa hybrida . ; 23,0 | 51,5 (+) 
6. 10. 49 | Crocus speciosus . . . 23,6 | 37, 
23. 3.50 | Crocus vernus. . . . . 35,7 | 54,8 
6. 9.49 | Montbretia spec. . . . 224 | 37,4 
9. 5.49 | Clivia hybrida . ; 37,4 | 69,4 
7. 12.49 | Amaryllis belladonna : 58,3 | 881 
27. 2. 50 | Corylus americana . . | 14,2 | 24,6 
27. 2. 50 | Alnus glutinosa. . . . 9,2 | 15,9 
17. 8.49 | Anemone japonica. . . 32,0 44,4 
10. 10. 49 | Ricinus communis. . . 69,8 88,4 
26. 6.49 | Campanula media. . . 27,4 | 48,2 
.3. 5.49 | Digitalis purpurea. . . 68,2 | 118,0 (+) 
17. 8.49 | Digitalis ferruginea . . 23,8 | ,2 
12. 9.49 | Nicotiana tabacum . . 67,2 | 96,6 
26. 11. 49 | Dahlia spec. (gelb) . . | 36,3 | .55,3 


hoher saurer Phosphataseaktivitat (Kay, 1928). Die eigene Untersuchung an 2 ver- 
schiedenen Prostatadrüsen von Menschen (sie wurden mir vom Pathologischen 
Institut zur Verfügung gestellt) ergab 354 und 338 y P, die von Nierenrinde des 
Rindes (vom Schlachthof in Güttingen) dagegen nur 4,5 y P. Die Phosphatase- 
aktivität des Pollens bleibt also hinter der Prostata um fast eine GréBenordnung 
zurück, während die der Nierenphosphatase etwa eine Größenordnung unter der 
der Pollenphosphatase liegt. 

Im pflanzlichen Bereich gilt die Blattphosphatase als vergleichsweise hochaktiv. 
EHRENBERG (1949) hat als Phosphataseaktivitätswerte der Primärblätter von 
Phaseolus muliiflorus 7,8—39,5 y P gefunden, wobei der Mittelwert aus 68 Be- 
stimmungen bei 20,5 y P lag. Diesen Bereich schlieBt die Pollenphosphatase ein; 
sie geht aber um fast das Doppelte iiber ihn hinaus. — Auch sonst sind noch An- 
gaben über pflanzliche Phosphataseaktivität in der Literatur vorhanden, die aber 


1 Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich alle Phosphatasewerte auf 1 mg 
Trockensubstanz, 15 min Exposition und 38° C. 
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in anderen Werten, nämlich Phosphat inheiten = PE! nach ALBERS (1935) 
angegeben sind. Rechnet man die Werte der Pollenphosphatase in PE um, so 
erhält man für trockenen, ungekeimten Pollen 0,3 (Alnus glutinosa) bis 1,4 PE 
(Digitalis purpurea), fiir gekeimten Pollen (Digitalis purpurea) 1,9 PE. Demgegen- 
über gibt PFANKUCH (1936) für Kartoffeln 5—10 PE, für Zuckerrüben 10—15 PE 
und für Oberhefe 0,025 PE an, und Grri (1937) fand bei 3 Tage lang gekeimten 
Sojabohnen 2,27 PE. 

Die Pollenphosphatase reicht also in ihrer Aktivität zwar fast an die 
von Samen heran, liegt aber weit unter der von Speicherorganen, wie 
Kartoffel und Zuckerriibe. 

Vergleicht man die Werte der Phosphataseaktivität einiger Pollen- 
arten mit denen der Amylase- und Invertaseaktivität (Tabelle 4 und 5), 
so sieht man, daB die Arten hoher Pollenphosphataseaktivität geringe 
Aktivität der beiden anderen Fermente zeigen und umgekehrt; und 
weiter, daB unter den Dicotylen Vertreter hoher Pollenphosphatase- 


Tabelle 4. Amylaseaktivität frischen keimfähigen Pollens verschiedener Pflanzen. 


























Amylaseaktivität in Milli- 
be a Pflanzenart gramm Maltose nach | 
4Std | 6 Std 
16. 2. 50 | Cupressus Benthami . 0,164 0,342 
17. 2.50 | Corylus Avellana . . 0,066 0,220 
24. 2. 50 | Corylus americana. . 0,527 1,378 
7. 3.50 | Alnus glutinosa . . . 0,488 0,621 
29. 3.49 | Thea japonica... . . 0,812 
7. 5.49 | Digitalis purpurea . . 0,499 0, 7195 
4. 10. 49 | Nicotiana tabacum. . 0,935 1,307 
8. 9.49 | Colchicum autumnale. 0,163 0,333 
24. 4.49 | Fritillaria meleagris . 2,135 | auBerhalb des 
MeBbereiches 
26. 4.49 | Tulipa hybrida . . . 1,183 1,666 
8. 10. 49 | Montbretia spec. . . . 1,025 | 1,530 
7. 3.50 | Amaryllis spec... . | 0,893 | 1,160 
Tabelle 5. Invertaseaktivität frischen Pollens verschiedener Pflanzen. 
Invertaseaktivität in Milli- 
he Pflanzenart L NER Glukose nach 
15 min | 30 min 
1. 3.50 | Corylus americana . . 0,000 | 0,000 
1. 3.50 | Alnus glutinosa. . . . 0,050 | 0,120 
14. 7.49 | Digitalis purpurea . . 0,100 | 0,260 
4. 10. 49 | Nicotiana tabacum : 0,100 — 
8. 9.49 | Colchicum autumnale . 0,230 | 0,390 
9. .8. 49 | Montbretia spec. . . . 1,770 | 3,220 
1. 10. 49 | Hyacinthus candicans . 0,310 0,710 
8. 4.50 | Clivia hybrida . 1,800 | 3,580 








a 1 Phosphataseeinheit = PE nach Aırers (1935) entspricht die Ferment- 
menge, die unter optimalen Bedingungen aus Na-B-Glyzerophosphat in 1 Std 
0,1 mg P abspaltet, berechnet auf 1 mg Trockensubstanz. 
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aktivität vorherrschen, bei den Monocotylen solche mit hoher Pollen- 
amylase- oder Invertaseaktivität. Nur in einem einzigen Fall waren nur 
2 der untersuchten Fermente vorhanden, nämlich bei Corylus ameri- 
cana, wo die Invertase fehlte. Auch gekeimter Pollen dieser Art zeigte 
keine Invertaseaktivitét. Dazu ist zu bemerken, daB schon GREEN 
(1894) beobachtet hat, daB in einzelnen Pollenarten Amylase oder In- 
vertase fehlen kann, während Paton (1921) angibt, daB stets beide 
Fermente im Pollen vorhanden seien. 

Die Schwankungsbereiche, in welchen sich die Fermentaktivitäten 
bewegen, sind sehr unterschiedlich für die 3 Fermente: Während bei 
der Phosphatase geringste und héchste Aktivität sich wie 1:7 verhalten, 
ist das Verhältnis bei Amylase 1:32, bei Invertase 1:35. 
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Abb. 7. Abnehmende Phosphataseaktivität bei frischen Pollen im Abiauf der Blütezeit 
(Digitalis purpurea, Botanischer Garten). 





Auffällig ist die außerordentlich geringe Aktivität aller 3 Fermente 
von Colchicum autumnale (Griffellänge 15 cm)!. Auch die windbestäu- 
benden Baumpollen zeigten sehr geringe Fermentaktivität. 

b) Einfluß des Blütenalters auf die Pollenfermentaktivität. Da zu den 
Fermentanalysen Pollen aus einer großen Anzahl von Blüten genommen 
und vermischt werden mußten, tauchte die Frage nach der Einheitlich- 
keit des Materials auf. Deshalb wurde eine Versuchsreihe über 2 Monate 
mit Digitalis-Pollen eines geschlossenen Pflanzenbestandes des Botani- 
schen Gartens gemacht. Der Pollen zu jedem Versuch wurde aus Blüten 
etwa gleicher Höhe der Infloreszenzen entnommen und gemischt (Digi- 
talis hat akropetale Blühfolge). Abb. 7 zeigt, wie die Fermentaktivität 
im Verlauf der Blütezeit absank. Auch in einem Versuch mit Colchi- 
cum autumnale (Tabelle 6) kam dieses Absinken der Pollenferment- 
aktivität zum Ausdruck, und zwar sehr stark schon innerhalb von 
5 Tagen, wobei betont werden muß, daß bei dem damals herrschenden 
sehr warmen, sommerlichen Wetter die Herbstzeitlosen sehr rasch ab- 
blühten. 


1 Vielleicht liegen bei Colchicum Hemmstoffe vor, die etwa Koagulation der 
Eiweißstoffe bewirken; Eiweißkoagulate binden nämlich Fermente adsorptiv an 
ihrer Oberfläche und machen sie unwirksam (OPARIN, MANSKAJA und GLASUNOW, 
1934). 


Planta. Bd. 39. 30a 
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Beide Versuche deuten darauf hin, daß offenbar in den erstausgebil- 
deten Blüten einer Pflanze die Fermentmenge des Pollens am größten 
ist. Wenn nun die Fermentmenge eine wesentliche Rolle bei der Pollen- 
keimung und dem Pollenschlauchwachstum (vgl. spätere Versuche) und 
damit auch für den Befruchtungserfolg spielt, so sind offenbar die ersten 
Blüten einer Pflanze mit ihrer hohen Fermentaktivität gegenüber den 
späteren bezüglich der Sicherheit der Samenbildung im Vorteil. 

c) Standort der Pflanzen und 


Tabelle 6. Abnahme der Phosphatase- Poll ntaktivität. V = 
aktivität im Ablauf der Blütezeit (Pollen dis Pr More ze mi vr 2 EX 
von Colchicum autumnale, olchicum autumnale (Tabelle 7) 





Herberhausen). zeigten, daB je nach den Standorts- 
verhältnissen Amylase- und Phos- 

Phosphatase- aye 
Sammel- | Versuchs- |, ®ktivitat phataseaktivität des Pollens ver- 
éotum datum ie schieden hoch sind. Von Digitalis 





15 min | 30min purpurea wurden Pollen von 4 ver- 
9.9.49 | 12.9.49 | 26,2 | 41,2 schiedenen Standorten gesammelt 
14.9.49 | 15.9. 49 8,7 | 11,2 (Tabelle 8). Dazu ist zu bemer- 
ken, daB die Digitalis-Pflanzen der 

3 ersten Standorte im Halbschatten wuchsen und der Pollen aus mitt- 
lerer Höhe der Blütenstände gesammelt wurde, während im Harz die 
Fingerhiite auf freier, sonniger Halde standen und der Pollen von diesem 
Standort etwa 2 Monate 


Tabelle 7. Phosphatase- und Amylaseaktivität von 2 
Pollen zweier Standorte (Colchicum autumnale). später aus den obersten, 
letzten Blüten der Blü- 




















4 Phosphatase- pe  tenstände eingesammelt 

Standort inyPnach | ,Milligramm wurde. Trotzdem lag 

eat 4 Std der Phosphatasewert des 

Weid ee 28 Rn Pollens der Harzpflan- 
eide an der ine | > A 

Mlle D 5702 | 26.2 | 0,032 zen bedeutend hôher. 


Sicher spielt also auch 
der Vitalitätsgrad der Pflanzen eine Rolle für die Héhe der Ferment- 
aktivität des Pollens. Unter den ähnlichen Außenbedingungen der 
3 ersten Standorte (Pollen innerhalb von 12 Tagen gesammelt) waren 
die Differenzen der Phosphataseaktivität des Pollens nicht sehr groß. 


Tabelle 8. Standortsvariationen der Phosphataseaktivität (Digitalis purpurea). 

















eee 9) ea 
Sa 1- vi hs- . in y P nac 
datum | datum Standort Pate 
15 min | 30 min 

8.7.49 | 11.7. 49 Göttingen, Botanischer Garten 41,4 | 59,7 
17.7.49 13. 8. 49 Hann.-Münden, Wald 45,2 | 64,8 
20. 7. 49 29. 7. 49 Voldagsen, Wald 44,4 67,0 
11. 9. 49 12. 9. 49 Harz, Siebertal 54,0 80,6 
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d) Verwandtschaftsverhältnis der Pflanzen und Pollenfermentaktivität. 
Bei der Untersuchung verschiedener Arten einer Gattung und von 
Rassen der gleichen Art ergaben sich groBe Unterschiede in den Pollen- 
fermentaktivitäten nahe verwandter Pflanzenarten; selbst 2 Rassen 
(von Nicotiana tabacum) differierten beträchtlich in ihrer Phosphatase- 
aktivität (Tabelle 9). 


Tabelle 9. Verwandtschaftsverhältnis der Pflanzen und Pollenfermentaktivität. 








Pflanzenart | Aktivität Ferment 
Digitalis purpurea. . . . . 68,2 Phosphataseaktivität in y P 
Digitalis ferruginea. . . . . 23,8 nach 15 min 
Corylus Avellana . . . . . 0,066 | f Amylaseaktivität in mg 
Corylus americana. . . . . 0,527 | Maltose nach 4 Std 
iy) - 2.0...» 67,2 | f Phosphataseaktivität in y P 
The HH... : : - . | 50,4 | nach 15 min 


e) Griffellänge und Fermentaktivität des Pollens. Der Gedanke lag 
nahe, daB Pollenschläuche, die einen sehr langen Weg bis zur Samen- 
anlage zurückzulegen haben, eine besonders starke Fermentaktivität 
aufweisen könnten. Um das zu prüfen, ist in Tabelle 10 die Ferment- 
aktivität der Pollen von Pflanzen mit verschiedener Griffellänge zu- 
sammengestellt. 


Tabelle 10. Griffellängen und Fermentaktivitäten des Pollens. 








Pflanzenart Griffellänge | Axtivitat Ferment 
cm 

Crocus speciosus. . . . | 10 23,6 Phosphataseaktivität in y P 
Ricinus communis. . . 1 59,8 nach 15 min 
Digitalis purpurea. . . | 3 0,499 Amylaseaktivität in mg 
Fritillaria meleagris . . | 1 2,135 Maltose nach 4 Std 
Nicotiana tabacum. . . | 4 | 0,100 Invertaseaktivität in mg 
Montbretia spec... . | 3 | 17% Glukose nach 15 min 


Wie man sieht, besteht nicht nur keine Proportionalität zwischen 
Griffellänge und Höhe der Pollenfermentaktivität, sondern die Zahlen 
ergeben im Gegenteil sogar ein umgekehrtes Verhältnis. So sind z. B. 
die Griffel von Crocus speciosus linger als 10 cm, die von Ricinus com- 
munis dagegen kiirzer als 1 em; die Phosphataseaktivitäten ihrer Pollen 
aber verhalten sich wie 1:2,5. Ahnlich liegen die Dinge bei den anderen 
beiden Fermenten. 

f) Alterung und Feuchtigkeitsgehalt des Pollens in Beziehung zur 
Fermentaktivität. Es war wichtig zu wissen, inwieweit die Ferment- 
aktivität vom Alter des Pollens abhängig ist. (Der Pollen wurde, wie 
in der Methodik angegeben, in verdunkelten Exsikkatoren bei 18—21° C 








AGNES HAECKEL: 


446 


aufbewahrt.) Tabelle 11 zeigt, daB bereits nach etwa 1 Monat die 
Fermentaktivität erheblich abgesunken ist, und. zwar die Amylase- 
aktivität um mehr als die Hälfte, die Phosphataseaktivität dagegen nur 
um etwa 1/19. 

Im Laufe eines Jahres betrug die Aktivitätsabnahme der Amylase 
87%, die der Phosphatase 40%. Den Verlauf der Aktivitätsabnahme 


alternden Pollens zeigt die Ta- 
Abnahme der Phosphatase- 


Tabelle 11. belle 12. 





und Amylaseaktivität durch Alterung des 
Pollens innerhalb eines Monats und eines 
Jahres. (Digitalis purpurea, Botanischer 








Bemerkenswert ist dabei, daß : 
die Fermentaktivität von Digi- 


Garten.) talis-Pollen verschiedener Her- 

Phosphatase | ,Amylase- kunft und aus verschiedenen 

altenden | Sl, | Mine Jahren auf einem etwa gleichen 
min rer pee Endwert stehen bleibt (s. dazu 

auch den Endwert in Tabelle 11). 

12e SR 68,2 0,499 Diese Erscheinung ist wohl durch 
1 Monat . 50,6 0,225 : i À 
— 410 0.062 die stets gleiche Art der Auf. 








bewahrung zu erklären. 


Der Pollen war in den verdunkelten Exsikkatoren den Schwankungen der Luft- 
feuchtigkeit und den Einwirkungen des Lichtes entzogen. Beide Außenfaktoren 
setzen die Fermentaktivität herab. Im Exsikkator nun stellt sich zwischen Pollen 

und Blaugel ein Gleichgewicht 
ivität ein: das hygroskopische Blau- 
gel entzieht dem Pollen zwar 
Wasser, jedoch wird ein be- 





Tabelle 12. Abnahme der Phosphataseakt 
bei Alterung des Pollens (Digitalis purpurea). 

















kin re stimmter Rest an Wasser vom 
Pflanzenherkunft Pollens in y P nach Pollen mit gleicher Kraft fest- 
naar u 15 min|30 min gehalten, wie das Blaugel wei- 
terhin Wasser aufnehmen 
ı | 452 | 64,8 möchte. 
Hann.-Münden 9 41,4 | 61,2 Das Absinken der Fer- 
“ 39,2 | 61,9 mentaktivität bei altern- 
1 54,0 | 80,6 ü : 
Siebertal im Harz RU ae oT ae Re 
146 38,3 | 60,6 nach mit der Verminde- 





rung des Wassergehaltes im 
Zusammenhang stehen. Diese Korrelation zeigt Tabelle 13 fiir altern- 
den Tabak-Pollen; doch geht aus den Zahlen hervor, daB keine Pro- 
portionalität zwischen den beiden Abläufen besteht. 

Eine weitere Möglichkeit, diese Zusammenhänge zu prüfen, ergab 
sich aus der Tatsache, daß Pollen verschiedenen Entwicklungsgrades 
sich im Wassergehalt unterscheiden. Unreifer Pollen erwies sich als sehr 
wasserreich, reifer entsprechend wasserärmer!. Tabelle 14 zeigt, daß mit 


—— \ 

1 Bei Campanula media konnte der unreife Pollen ohne Schwierigkeiten den 
Antheren entnommen werden. Der Feuchtigkeitsgehalt konnte leider nicht genau 
festgestellt werden, da während des Präparierens schon Wasser verdunstet wurde. 
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abnehmendem Wassergehalt des Pollens seine Fermentaktivität sinkt. 
(Nemec 1928 fand ähnliches bei reifender Sojabohnen-Saat.) 

Die Fermentaktivität spiegelt also den jeweiligen Feuchtigkeits- 
grad des Pollens wider. Das ist auch verständlich, denn der Gehalt 
an Wasser bedingt einen be- 


stimmten Kolloidzustand des Tabelle 13. Korrelation zwischen Wasser- 
Plasmas, so daß von ihm die gehalt und Fermentaktivität (Nicotiana 








Fermentaktivität des Pollens ets set 
sehr stark abhängen muß. Mit : Phosphatase- 
dem Feuchtigkeitsgehalt stelit m | Were | in yP nach 
auch die _,, Funktionsbereit- 15 min | 30 min 
schaft‘ (Binninc, 1939) des | 

im Zus: h : 12. 9.49 16,6 67,2 | 96,6 
Pollens im Zusammen ang Der 10.10.49 8.45 528 | 828 
stabile und damit resistente 28.11.49 4,85 52,0 | 81,8 








Zustand des Lebens im ,,ruhen- 
den‘ Pollenkorn, dessen Atmung eine minimale ist, wird bestimmt 
durch seinen geringen Wassergehalt. 


Tabelle 14. Absinken der Phosphataseaktivität mit Abnahme des Feuchtigkeits- 
grades des Pollens (Campanula media). 





Phosphatase- 
ET ae RA N Zustand der Blüten F aktivität 
Feuchtigkeitsgrad des Pollens und Antheren in > P nach 





15 min | 30 min 











Pollenmasse broiig-flüssig Blüten geschlossen, 9 Pi 
(unreifer Pollen) ” Antheren geschlossen a | oA 
Pollenmasse feucht Blüten geschlossen, | 
(unreifer Pollen) Antheren offen 3,0 | 51,6 
Pollenmasse trocken Blüten offen, 27.4 | 48.2 
(reifer Pollen) Antheren offen ss 4 Pr 


2. Pollenkeimung und Fermentaktivität. 


Zu prüfen war zunächst, wie sich die Fermentaktivität des Pollens 
verhält, wenn bei der Keimung sein Wassergehalt durch Quellung 
wieder ansteigt. Dazu wurden Pollen von Digitalis purpurea unter 
den in der Methodik angegebenen Bedingungen zur Keimung gebracht. 
Seine Fermentaktivität war nach 1 Std gegenüber dem Wert des 
trockenen Pollens nicht erhöht, sondern zunächst verringert!. Nach 
2Std dagegen war die größtmögliche Steigerung nahezu erreicht 
(Tabelle 15). 


Man muß sich wohl vorstellen, daß sich die Quellung langsam von außen ins 
Innere des Pollenkornes fortpflanzt, um dann ziemlich plötzlich und gleichzeitig 


1 Bei allen Keimversuchen wurde die Fermentaktivität von gekeimtem und 
ungekeimtem Pollen gleicher Sammelproben verglichen. 


Planta. Bd. 39. 30b 
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das Protoplasma zu erfassen und damit auch die Fermentelution wie die ganze 
Stoffwechseltätigkeit und das Wachstum auszulösen. Daß nach 1stündiger Keimung 
eine verminderte Fermentaktivität gemessen wurde, gegenüber trockenem Pollen, 
lag vielleicht daran, daß aus den ungekeimten Pollenkörnern ein Fermentaustritt 
oder Substrateintritt nur teilweise möglich ist. Es handelt sich bei der gesteigerten 
Fermentaktivität im Keimprozeß nicht oder doch nur zu einem kleinen Teil um 
eine Neubildung von Fermentmolekülen, sondern vielmehr um ein Freiwerden 
einer vorher gebundenen Fermentmenge. Die Vorstellungen über die Art des Frei- 
werdens der Fermente sind verschieden. Während OPARIN, MANSKAJA und GLASU- 
NOW (1934) an ein Abdissoziieren des Fermentmoleküls von einem Eiweißträger 
denken, glauben C. und S. Myräck (1936), daß Proteasen die an Eiweiß gebundene 
Amylase durch Hydrolyse freisetzen, und schließlich nehmen Curzaszcz und 
: JANICKI (1933) an, daB 

onde F7 Fermentaktivatoren die er- 

Tabelle 15. P täten nach 2-, 6- und höhte Amylaseaktivität, 


Licthadiger Keimung (Digitalie purpures). beim MalzprozeB z. B.. 
Phosphataseaktivität in y P nach 15 min bedingen. 
star tente éstendis en : Wie Tabelle 15 an- 
Pollen ae — nme Pollen gibt, blieb die durch 
Keimung  gesteigerte 
510 | 61,1 i 64,0 62,4 Phosphataseaktivität 
etwa auf dem Wert 
stehen, den der 2stiindig gekeimte Pollen aufwies. Das Pollenschlauch- 
wachstum dagegen war erst nach etwa 12 Std beendet. Für das Streckungs- 
wachstum des in vitro gewachsenen Pollenschlauches wies Brink (1924 III) 
eine S-förmige Wachstumskurve nach. Demnach besteht keine Korrelation 
zwischen Phosphataseaktivität und Wachstumsgeschwindigkeit. Die 
Unabhängigkeit der beiden Größen voneinander sollte durch einen Versuch 
nachgeprüft werden, bei dem das Pollenschlauchwachstum nach 2 Std 
durch Einbringen der Keimschalen in den Kühlschrank (— 2° C) für 2 Std 
unterbrochen wurde. Die vor der Unterkühlung schon erreichte, ge- 
steigerte Fermentaktivität blieb dabei erhalten (Tabelle 16). Als die 
Schalen danach wieder in den Thermostaten (+ 25° C) kamen, wurde das 
Wachstum wieder aufgenommen; es war aber nicht von weiterer Steige- 
rung der Fermentaktivität begleitet. 























Tabelle 16. Beziehung zwischen Pollenschlauchwachstum und Phosphatase- 
aktivität (Digitalis purpurea). 

















Phosphataseaktivität 
Behandlung des Pollens in yP nach 
15 min | 30 min 
nr us de GT alle “hé nee ee 58,8 84,6 
2 Std. Thermostat 25°C . . . - 2.22: + + + + « % 75,0 109,0 
2 Std Thermostat 25°C + 2 Std Kühlschrank —2°C. . 77,4 107,0 
2 Std Thermostat 25°C + 2 Std Kühlschrank —2° C + 
FOE. a hole os me « 77,5 115,0 
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Tabelle 17. Phosphataseaktivität bei Keimung und Quellung frischen und gealterten 
Pollens (Nicotiana tabacum, am .11.9.49 gesammelt). 























Phosphataseaktivität in y P nach 15 min 
Versuchs- Quotient 
datum bei Zustand I bei Zustand II Tit 
des Pollens des Pollens 
1 12. 9.49 trocken 67,2 gekeimt 75,8 0,89 
2 10. 10. 49 trocken 52,8 nicht mehr keimfahig, 56,0 0,94 
3 28. 11. 49 trocken 52,0 gequollen 55,7 0,95 


Nachdem sich herausgestellt hatte, daB zwischen dem Wachstum des 
Pollenschlauches und der Fermentaktivität kein direkter Zusammenhang 
besteht, daB dagegen der Wassergehalt des Pollens mit der Ferment- 
aktivität inKorrelation gebracht werden 
kann, erhob sich die Frage, ob alter, Tabelle 18. Phosphataseaktivität 
nicht mehr keimfähiger Pollen allein gealterten Pollens bei Quellung und 
durch Wasseraufnahme, also Quellung, Keimung (Digitalis purpurea, ge- 


heal It 8.7.49, V 
die in den vorigen Versuchen durch ~~ 23, il — 

















Keimung erzielte Aktivitätssteigerung 

erreichen kénnte. Die Versuche wurden Zustand des Pi rel 
mit gealtertem Pollen von Nicotiana — raus 
tabacum (1 und 11/, Monate nach dem 

Sammeln des Pollens) und Digitalis pur- 1 | Trocken ss 6 41,4 
purea (11/, Monate nach dem Sarımeln) - er EE = 
angestellt. Nachdem die Pollenkörner 4 | Gekeimt . . . | 40,0 


von Nicotiana tabacum 5 Std auf dem 

Keimsubstrat gelegen hatten, waren sie fast alle lediglich gequollen, 
Spitzen von Keimschläuchen zeigten sich nur ganz vereinzelt. Die 
Fermentaktivität war gegenüber trockenem Pollen zwar erhöht (Ta- 
belle 17, 2 und 3), doch in geringerem Maße! als bei gekeimtem Pollen 
(Tabelle 17, 1 zum Vergleich). 

Gealterter (11/, Monate nach dem Sammeln) Pollen von Digitalis 
purpurea wurde auf dem üblichen Keimsubstrat von 1% Agar und 10% 
Rohrzucker zur Quellung gebracht. Keimungen waren dabei nicht zu 
beobachten. Ein Teil des gleichen Pollens wurde auf dem gleichen 
Substrat durch Einbringen warmen Wassers in die Keimschalen zum 
Platzen gebracht. Wurde der Rohrzucker im Keimsubstrat weggelassen 
und eine 10%ige Rohrzuckerlösung in die Keimschalen gebracht (Ex- 
sikkatorenwirkung), so zeigte der gleiche Digitalis-Pollen bei nunmehr 
verzögerter Quellung nach 5 Std Expositionszeit im Thermostaten zu 
80% Keimspitzen. In keinem der 3 Fälle zeigte sich Phosphatase- 
aktivitätssteigerung gegenüber dem trockenen Pollen (Tabelle 18). 


1 Die Steigerung der Aktivität des Fermentes ist im Quotienten der normalen 
zur gesteigerten Fermentaktivität wiedergegeben. 
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Bei nur gequollenem Pollen war die Fermentaktivität sogar gesenkt, 
was wahrscheinlich darauf zurückzuführen ist, daß die Pollenkörner 
gar nicht alle aufgeschlossen waren (Permeabilitätsfrage). 


Die Pollenarten reagieren also offenbar verschieden und spezifisch : 
Während gealterter Pollen von Nicotiana tabacum bei Quellung eine 
abklingende Fermentaktivitätssteigerung zeigte, war dies bei Digitalis 
purpurea nicht der Fall. Selbst bei solchem gealterten Pollen, der noch 
fähig war, Keimspitzen zu bilden, zeigte sich bei Digitalis keine Aktivi- 
tätssteigerung der Phosphatase. Die Korrelationen zwischen Feuch- 
tigkeitsgrad und Fermentmenge bzw. Fermentelution einerseits und 

zwischen Keimung und 
Tabelle 19. Phosphataseaktivität trockenen und Fermentaktivität anderer- 
gekeimten Pollens von Blüten aus verschiedener seits sind also keineswegs 
Höhe_der Infloreszenzen (Digitalis purpurea). einheitlich bei den ver- 




















Phosphataseaktivität schiedenen Pollenarten. 
Versuchs- in y P nach 15 min Quotient Die V h Di 
7 trockener | gekeimter qi u ar gee re 

Pollen (I) | Pollen (II) gitalis-Pollen (oben Ab- 
rk Er: auch pes schnitt b) haben gezeigt, 
24.6. 49 51.0 611 0.836 daß sich die Fermentakti- 
11. 7. 49 41,4 53,9 0,770 vität des frischen Pollens 
29. 7. 49 44,4 49,5 0,895 im Ablauf der Bliitezeit 





der Infloreszenzen ver- 
ringert, daB also héher am Bliitenstand inserierte Bliiten gegeniiber 
den tiefer stehenden geringere Aktivität der Phosphatase ihres Pollens 
besitzen. Es war nun von Interesse festzustellen, wie sich bei diesen 
gleichen Pollenproben die Aktivitätssteigerung bei der Pollenkeimung 
verhält (Tabelle 19). 

Wie man sieht, hielt sich die jeweilige Steigerung der Ferment- 
aktivität bei der Keimung annähernd konstant (s. Quotient); auf jeden 
Fall nimmt die Steigerung nicht etwa mit der Höhe der Blüten am 
Blütenstand zu. Dies würde nämlich bedeuten, daß die vorgebildete 
Fermentmenge im Pollen aller Blüten gleich bleibt im Laufe der Blüte- 
zeit und sich nur das Verhältnis von gebundenem zu aktivem Ferment 
in Richtung auf das gebundene Ferment verschieben würde. Die 
Konstanterhaltung der durch die Keimung gesteigerten Ferment- 
aktivität im Laufe der Blütezeit beweist erst, daß tatsächlich die Ferment- 
menge, die im Pollen der späteren Blüten ausgebildet wird, eine ge- 
ringere ist. 

Die Steigerung der Aktivität der Phosphatase durch Keimung betrug 
bei Digitalis purpurea in einem Fall (im Anfang der Blütezeit) 65% ; 
meist war sie aber wesentlich geringer und lag zwischen 10 und 30% 
(Tabelle 20). 
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Tabelle 20. Steigerung der Phosphataseaktivität durch Pollenkeimung 
bei verschiedenen Pflanzenarten. 




















aoe 
Versuchs- Y P gt me wae “ju 
Pflanzenart nen 
datum trok- | ge- Aktivitat 
kener | keimter sels 
Pollen | Pollen 
12. 9. 49 | Colchicum autumnale . . . .... 26,2 | 29,5 12,6 
10. 10. 49 | Crocus speciosus . . . . . . . . . 23,6 25,6 8,5 
12. 9.49 | Nicotiana tabacum, Sorte I . . . . 67,2 75,8 12,8 
22. 9.49 | Nicotiana tabacum, Sorte II . . . . 50,4 58,0 15,0 
28. 5.49 | Digitalis purpurea (Botanischer 
Garten): «(ssc cole AR res $ 50,6 86,7 65,0 
27. 7.49 | Digitalis purpurea (Voldagsen) . . 44,4 49,5 11,4 
29. 2.50 | Corylus americana ........ 14,2 22,6 59,0 
29. 3.50] Aluus glulinoes. . . |. u. » 9,2 18,3 100 


AuBerordentlich groB war die Aktivitätssteigerung 


bestäuberpollen (bis 100%). 





der Wind- 


Die Steigerung der Amylase- und Invertaseaktivität (Tabelle 21) bei 
gekeimtem Pollen gegenüber trockenem Pollen war weit größer als die bei 
der Phosphatase und lag meistens über 100%, im Extrem erreichte sie 


























Tabelle 21. Steigerung der Amylase- und Invertaseaktivität bei Pollenkeimung. 
Amylaseaktivität in Invertaseaktivität in 
Milligramm Maltose | Steige- Milligramm Glukose | Steige- 
Versuchs- Pflanzenart nach 4 Std rung der nach 15 min rung der 
datum a fa A SIV IRE Aktivitat 
trockener | gekeimter| in % trockener gekeimter in % 
Pollen | Pollen Pollen Pollen 
8. 10. 49 | Montbretia spec.. . . | 1,025 1,648 62 — | — _ 
20. 9. 49 | Colchicum autumnale . 0,163 0,429 164 0,110 | 0,382 247 
22. 9.49 | Nicotiana tabacum. . 0,935 1,100 15,2 - 100 0,642 542 
31. 5.49 | Digitalis purpurea. . 0,225 1,610 635 0,100 0,300 200 
24. 2.50 | Corylus americana. . 0,527 0,870 65 — — 


635% (Amylase bei Digitalis purpurea) und 542% (Invertase bei Nico- 


tiana tabacum). 


Im ganzen gesehen schwankten die Aktivitätssteigerungen der Fer- 
mente also sehr stark, was auf die Schwierigkeiten der Pollenkeimung 


in vitro zurückzuführen ist. 


B. Histochemische Bestimmung der Phosphataselokalisation. 


An kurzen Pollenschläuchen, die in 


2 oder 3 Std gewachsen sind, 


läßt sich zeigen, daß die Phosphatase aus dem Pollenkorn in den wachsen- 
den Schlauch einwandert (Abb. 8 und 9). 


suchten Pollenarten die äußerste Spitze der noch wachsenden Pollen- 


Doch war bei allen unter- 
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schläuche frei von Phosphatase. Bei längerer Keimdauer ließen sich in 
den Präparaten 2 Typen von Pollenschläuchen beobachten: nämlich 


solche, die ihr Wachstum offenbar eingestellt haben und eine keulige 





‘ ren... 
Abb. 8. Substrat mit Glyzerophosphat. Die Schwärzung zeigt die Lokalisation der Phos- 
phatase]in wachsenden Pollenschläuchen (nach 3 Std Keimung). In den Spitzen der 
Pollenschläuche befindet sich keine Phosphatase (Impatiens Olivieri). 





Abb. 9. ‚Substrat ohne Gl . Die Schwärzung (gering gegenüber Abb. 8) zeigt 
die Lokalisation des Restphosphats an (Impatiens Olivieri). 
Anschwellung am Ende bilden, in der Literatur als ,,sekundires Pollen- 
korn‘ bekannt; und andere, die lang und gerade fortwachsen und bei 
vielen Pflanzenarten in regelmäBigen Abständen Querwände (,,Kallose- 
pfropfen‘‘) in den Schlauch einbauen (Abb. 10). Die Phosphatase befand 
sich bei diesen beiden Typen an ganz verschiedener Stelle. Im ersten 
Falle (nicht mehr wachsende Pollenschläuche) hatte sich die Phosphatase 
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hauptsächlich in den Endanschwellungen angesammelt (Abb. 11). Doch 
war der übrige Pollenschlauch nicht ganz frei von Phosphatase, vielmehr 
fanden sich geschwärzte Abschnitte abwechselnd mit helleu, von Phos- 
phatase freien. Die noch wachsenden, langen Pollenschläuche waren 
hingegen auf weite Strecken (mehrere Millimeter) von der Spitze her 
völlig phosphatasefrei. Wenn Kallosepfropfen vorhanden waren, so 





+ a my 2 ( 
: Be re Lie: „ee 


Abb. 10. Die Kallosepfropfen sind in regelmäßigen Abständen in den Pollenschlauch 





ngebaut (Impati Olivieri). 





Abb. 11. „Sekundärc Pollenkérner“ zeigen durch ihre starke Schwärzung, daß Phosphatase 
darin aufgestaut ist (Kalanchoé Blossfeldiana). . 





Die Schlauchspitze liegt rechts (Thea japonica). 


staute sich die wandernde Phosphatase vor ihnen auf (Abb. 12). War 
aber einmal eine gewisse Phosphatasemenge mit dem Plasma vorge- 
drungen, ehe der Kallosepfropfen den Weg geschlossen hatte, dann 
staute sie sich auch vor dem folgenden Kallosepfropfen. Der Aufbau 
der Kallosepfropfen geht also rascher vor sich als die Vorwärtsbewegung 
der Fermentmolekiile im Protoplasma. Im vorderen Teil dieser Pollen- 
schliuche war keine Phosphatase nachzuweisen, ebenso wie in den 
wenige Stunden gewachsenen Pollenschläuchen. 

Die Phosphatase ist als zellulär arbeitendes Ferment offenbar an 
das Zytoplasma gebunden und nicht an die Kerne, von denen Brink 
(1924 TIT) sagt, daB sie sich wie in vivo in die Schlauchspitze begeben. 
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IV. Besprechung der Endergebnisse. 


A. Vergleich der Fermentquantitäten. 

GREEN (1894) gibt fiir gekeimten Liliaceen-Pollen eine Steigerung 
der Amylaseaktivitét um 50% und der Invertaseaktivität um 25% 
gegenüber ruhenden Pollen an. In den vorstehenden Versuchen wurden 
im Durchschnitt viel höhere Werte gefunden: Die Steigerung der Ak- 
tivität lag bei den beiden Fermenten meistens über 100% ; bei der Phos- 
phatase hingegen betrug sie meist weit unter 50%. Dieser Unterschied 
im Verhalten der Amylase und Invertase einerseits und der Phosphatase 
andererseits läßt sich vielleicht folgendermaßen erklären: Schon BEx- 
RENS (1875) hat an Querschnitten erkännt, daß es 2 Typen von 
Griffeln gibt, solche mit einem Griffelkanal und andere mit einem 
Griffelleitgewebe. Der Griffelkanal ist mit Papillen ausgekleidet, die 
oft langgestielt und keulenförmig sind und einen großen Zellkern be- 
sitzen; sie zeigen also den Charakter von Drüsenzellen. Das Griffel- 
leitgewebe besteht dagegen aus langgestreckten, dünnen Zellen, deren 
Längswände nur sehr lose miteinander verbunden sind, so daß die 
Pollenschläuche sehr leicht dazwischen eindringen können. Im Griffel- 
kanal wachsen die Pollenschläuche zwischen den Papillen, doch haben 
sie keinen so engen Konnex mit dem Gewebe wie diejenigen Pollen- 
schläuche, die ein Leitgewebe durchwachsen. 

Die Ausstattung des Pollens mit Fermenten ist möglicherweise auf 
diese Griffeltypen abgestimmt. Die Monocotyledonen, die in ihrer Mehr- 
zahl einen Griffelkanal besitzen, haben nämlich, wie die Versuche gezeigt 
haben, in ihrem Pollen mehr Amylase oder Invertase als Phosphatase 
(vgl. Tabellen 3—5). Die Dicotyledonen dagegen, deren Griffel im Innern 
. vorwiegend durch ein Leitgewebe! ausgefüllt sind, verfügen über größere 
Phosphatasemengen im Pollen. Zwischenformen der Griffeltypen zeigen 
ein entsprechendes Verhalten der Fermentaktivitäten (z. B. Digitalis 
purpurea und Nicotiana tabacum). Es scheint also eine Korrelation 
zwischen Griffelbau und Fermentaktivität des Pollens zu bestehen, die 
folgende Bedeutung haben könnte: Es ist denkbar, daß die Pflanzen- 
arten mit Griffelkanal, bei denen also die Pollenschläuche nicht in so 
engem Konnex mit dem Griffelgewebe stehen, extrazellulär arbeitende 
Fermente bevorzugen. In der Tat hat BRANSCHEIDT (1930) Amylase im 
Pollensekret gefunden und viele andere Autoren haben die Sezernierung 
dieses Fermentes und auch der Invertase aus dem Pollen wie aus den 
wachsenden Pollenschläuchen vermutet. Für die Phosphatase dagegen 
konnte in unseren histochemischen Versuchen gezeigt werden, daß sie 
ein zellulär arbeitendes Ferment ist. 


1 RITTINGHAUS (1886) hat angegeben, daß die Pollenschläuche mit dem Leit- 
gewebe gemeinsame Zellwände hätten. 























455 





Beitrag zur Kenntnis der Pollenfermente. 


Vielleicht ist die Steigerungsfähigkeit der Aktivität der untersuchten, 
extrazellulär arbeitenden Fermente deshalb weit größer als die der 
intrazellulär arbeitenden Phosphatase, weil sie in einem ausgedehnteren 
Raum zu wirken haben. 


B. Außenfaktoren und Fermentaktivität bei alterndem Pollen. 

Bei der Alterung des Pollens ergibt sich eine Abnahme der Ferment- 
aktivität, die von GREEN bei Liliaceen-Pollen für Amylase mit ?/, der 
Anfangsaktivität angegeben wird. Bei den-oben geschilderten Versuchen 
wurde dagegen bei Digitalis-Pollen ein Absinken der Amylaseaktivität 
um nahezu ®/, der Anfangsaktivität beobachtet. Dieser an sich ja 
nicht sehr große Unterschied zwischen GREENs und unseren eigenen 
Ergebnissen mag auf Artunterschieden beruhen und dürfte zudem 
stark von den Bedingungen abhängen, unter denen der Pollen auf- 
bewahrt wurde. 

Dabei ist besonders an die Einwirkung von UV-Licht, sowie Feuchtig- 
keits- und Temperaturschwankungen zu denken. Daß Pollen durch UV-Licht 
geschädigt werden, hat WERFFT (1951) gezeigt. Und daß dabei Fermentschädi- 
gungen eine Rolle spielen könnten, geht aus der Beobachtung von McLaren, 
SHEPPARD und WaGMANN (1948) hervor, wonach Urease durch UV-Licht zerstört 
wird. Die schädigende Wirkung der UV-Strahlen auf den Pollen könnte also sehr 
wohl über das Fermentsystem gehen. Ebenso mögen Schwankungen der Luft- 
feuchtigkeit, die für den Pollen einen ständigen Wechsel von Wasseraufnahme 
und -abgabe bedeuten, sich über den dadurch bedingten Wechsel der Lebens- 
intensität (Atmung) indirekt auf das Fermentsystem auswirken. Und auch die 
Temperatureinflüsse dürften mit der Fermentaktivität verknüpft sein; denn 
BREDEMANN, GARBER, HARTECK und SUHR (1947) haben gezeigt, daß Pollen, 
der rasch auf — 190° unterkühlt und bei dieser Temperatur aufbewahrt wird, 
unbegrenzt lange keimfähig bleibt. Dies zeigt, daß der Pollen bei so tiefen 
Temperaturen der „Alterung“ und der damit verbundenen Abnahme der Fer- 
mentaktivität entzogen ist. 

Aus all diesen Befunden über die Einwirkungen von Außenfaktoren 
auf die Fermente des Pollens ist zu schließen, daß eine Mindestferment- 
aktivität, die neben anderen Bedingungen für die Pollenkeimfähigkeit 
erforderlich ist, allmählich im Laufe des Alterns unterschritten wird und 
daß dabei die Keimfähigkeit verlorengeht. Auch Änderungen in den 
Permeabilitätsverhältnissen dürften dabei mitspielen. Bei unseren 
Keimversuchen hat sich nämlich herausgestellt (vgl. Text zu Ta- 
belle 19), daß man die Keimfähigkeit von Pollen verschiedenen Alters 
nicht mit gleichbleibender Methode prüfen kann. Offenbar verän- 
dert sich (im Sinne einer Verschlechterung) die Quellfähigkeit des 
Pollens während der Alterung (Itsrn, 1930). Wenn man nämlich die 
Keimmethode dem anpaßt, indem man alten Pollen sehr langsam 
quellen läßt, so ist Keimung noch möglich, wenn auch mit begrenztem 
Schlauchwachstum. 
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€. Außenfaktoren und Fermentaktivität bei frischen Pollen. 

Eine Abhängigkeit der Fermentaktivität von Außenfaktoren wie bei 
alterndem Pollen zeigte sich auch bei Pollen, der aus verschieden hoch 
stehenden Blüten in Blütenständen bzw. im Ablauf der Blütezeit einer 
Pflanzenart oder von Pflanzen verschiedener Standorte gesammelt 
wurde. Insbesondere die Abnahme der Phosphataseaktivität war in allen 
diesen Fällen größenordnungsmäßig die gleiche. Auch sonst hat man 
.an Pollen schon gewisse quantitative, chemische Differenzen beobachtet, 
die durch die Einwirkung unterschiedlicher Außenfaktoren bedingt sind. 
So haben Nanpa und Vurnoy (1945) die Erfahrung gemacht, daß die 
Sterilität von Weizenpollen von dem Licht-Dunkel-Rhythmus, in dem 
die Pflanzen herangezogen wurden, abhängig ist, und ScHocH-BoDMER 
(1946) gibt an, daß die Differenzen in der Blütenernährung in besonders 
hohem Maße temperaturabhängig sind. Sie fand weiter (1940), daß die 
Pollengröße von Lythrum salicaria durch die Ernährung und Wasser- 
versorgung der Blüten beeinflußt wird und damit also durch die Stellung 
der Blüten an der Pflanze. Von der Pollengröße und der dadurch be- 
dingten Menge an Inhaltsstoffen ist aber die Fertilität des Pollens und 
der Befruchtungserfolg abhängig. Hiermit stimmt überein, daß die 
Steigerungsfähigkeit der Fermentaktivität gekeimten Pollens mit zu- 
nehmendem Alter der Blüten gleichsinnig mit der Fermentaktivität des 
trockenen Pollens abnahm, so daß das Verhältnis zwischen beiden 
Werten konstant blieb, die Fermentmenge sich demnach verringerte. 


D. Aufgabe der Fermente. 

Die spezifische Bedeutung der untersuchten Fermente für den Pollen 
läßt sich zunächst nur in großen Zügen skizzieren. Sicher scheint zu 
sein, daß die Amylase des Pollens sowohl die im Pollen vorhandene 
Stärke hydrolysiert, als auch aus Zuckerlösung des Keimmediums 
Stärke aufzubauen vermag (GREEN, 1894; BRANSCHEIDT, 1930; KÜxL- 
WEIN, 1939). Außerdem übt die Amylase nach BRANSCHEIDT (1930) 
auch eine Reizwirkung auf das Pollenschlauchwachstum aus; denn sie 
fördert, dem Substrat zugesetzt, selbst dann das Wachstum, wenn im 
Pollen Stärke fehlt. 

Die Invertase hat vermutlich 2 Aufgaben. Sie schafft duroh Hydro- 
lyse des Rohrzuckers die Monosaccharide, die im weiteren enzyma- 
tischen Abbau die zum Wachstum erforderliche Energie liefert. Weiter 
ist sie aber auch wohl an dem für die Zellstreckung erforderlichen 
Osmoregulationsmechanismus beteiligt. WANNER und LeurorLo (1947) 
stellten nämlich an Wurzeln fest, daß in ihnen ein Maximum der Sac- 
charasetätigkeit im Anfang der Zellstreckungszone liegt. Man kann wohl 
annehmen, daß auch bei der Streckung des Pollenschlauches die In- 
vertase durch Mehrung osmotisch wirksamer Substanz die gleiche Rolle 
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spielt. Hierbei dürfte sie hauptsächlich das Verhältnis zwischen der 
Saugkraft des Pollenschlauches und der Dehnbarkeit der Pollenschlauch- 
membran zu regulieren haben (ScHocH-BoDMERr, 1936). 

Über die Bedeutung der Phosphatase für Pollen und Pollenschlauch 
läBt sich zweierlei sagen: Im Hinblick auf die Feststellung, daB Phos- 
phatase bei der Kernteilung mitwirkt und sich dementsprechend in 
jungen, meristematischen Geweben gehäuft findet (CocKEFAIR, 1931), 
wäre es denkbar, daß die Phosphatase im Pollen bei den Kernteilungs- 
vorgängen eine Rolle spielt. Die Möglichkeit einer solchen Funktion der 
Phosphatase wird auch durch die histochemischen Untersuchungen von 
RABINOWITCH (1949) bestätigt, der Phosphatase im Zytoplasma von 
Hefezellen, und zwar in dem „den Kern begleitenden Chromatin“ 
lokalisiert fand. Indessen besteht sowohl zwischen dem Streckungs- 
wachstum, wie auch der Wachstumsgeschwindigkeit des Pollenschlauches 
und seiner Phosphataseaktivität kein direkter Zusammenhang. Dies 
haben unsere histochemischen und biochemischen Versuche gezeigt. In 
den histochemischen Präparaten waren die Spitzen der wachsenden 
Pollenschläuche stets frei von Phosphatase, ebenso die spitzenwärts 
hinter einem Kallosepfropfen gelegenen Teile von Pollenschläuchen. 
Berücksichtigt man dazu die Beobachtung Brinks (1924 IV), daß die 
hinter einem Kallosepfropfen abgeschnittenen Pollenschlauchspitzen 
weiterwachsen, so ist damit gezeigt, daß die Phosphatase für das 
Streckungswachstum der Pollenschläuche keine Bedeutung hat. 


Zusammenfassung. 

1. Die Phosphatase-, Amylase- und Invertaseaktivität des Pollens 
verschiedener Pflanzen (Phosphatase bei 20, Amylase bei 12, Invertase 
bei 8 Arten) wurde unter optimalen Bedingungen für die Ferment- 
reaktionen untersucht. Die Hauptuntersuchungen wurden an der Phos- 
phatase durchgeführt. 

2. Die Aktivität der Pollenphosphatase war im Verhältnis zu der 
anderer pflanzlicher Phosphatasen hoch und stimmte etwa mit der von 
Samen überein. Sie erwies sich als wesentlich niedriger als die von 
menschlicher Prostata, aber als größer als die der Nierenrinde (Rind). 

3. Pollen von Arten der gleichen Gattung wiesen starke Differenzen 
in ihrer Pollenfermentaktivität auf. Auch innerhalb einer Art zeigte 
der Pollen beträchtliche Variationen der Fermentaktivität, wenn er von 
verschiedenen Standorten gesammelt worden war. 

4. Bei der Pollenreifung fiel mit abnehmendem Feuchtigkeitsgehalt 
die Phosphataseaktivität ab. 

5. Bei der Pollenkeimung stiegen die Fermentaktivitäten an, und 
zwar bei der Phosphatase um 8,5—100%, bei der Amylase um: 15,2 bis 
635% und bei der Invertase um 200—542%. 


Planta. Bd. 39. > 
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6. Bei Alterung des Pollens sank die Phosphataseaktivität im Laufe 
eines Jahres um 40%, die Amylaseaktivität um 87% ab. 

7. Auch mit héherer Stellung der Blüten am Blütenstand nahm die 
Fermentaktivität des Pollens ab. 

8. Die Phosphataseaktivitätstand nicht in Korrelation zur Wachstums- 
geschwindigkeit der Pollenschläuche, noch war sie für das Streckungs- 
wachstum der Pollenschläuche maBgebend. Die Untersuchungen über 
die Lokalisation der Phosphatase haben gezeigt, daB wachsende Schlauch- 
spitzen keine Phosphatase enthalten und daB auch keine Phosphatase 
aus den Pollenschläuchen austritt. Vielmehr war die Phosphatase un- 
regelmäßig über den Pollenschlauch verteilt. 

9. Zwischen der Länge der Griffel und der Höhe der Ferment- 
aktivität wurde keine Beziehung gefunden. 

10. Die Größe der Pollenfermentaktivität konnte aber in Zusammen- 
hang mit dem Bau der Griffel gebracht werden. Pflanzen mit Griffel- 
kanal hatten hohe Amylase- oder Invertaseaktivität; bei Pflanzen mit 
Griffelleitgewebe bestand dagegen hohe Phosphataseaktivität. 

Herrn Prof. Dr. R. Harper danke ich für die Anregung zu dieser Arbeit 


und für die Unterstützung, die er mir während der Ausführung dieser Unter- 
suchungen in seinem Institut zuteil werden ließ, herzlich. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen. 


DER TAGESPERIODISCHE VERLAUF DER SUBSTANZ- 
PRODUKTION UND SPEZIELL DER ZELLULOSESYNTHESE IN 
BEZIEHUNG ZUR PHOTOPERIODISCHEN REAKTIONSWEISE. 


Von 
Erwin BÜNNING. 


Mit 4 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 19. März 1951.) 


Einleitung: 

Zu den wichtigsten der vielen noch offenen Probleme über die 
Ursachen der photoperiodischen Reaktionen gehört die Frage, warum 
das Licht in der photo- und skotophilen Phase der endogenen Tages- 
rhythmik qualitativ verschiedenartig auf die Pflanze wirkt. Um diese 
Frage beantworten zu können, ist eine genauere Kenntnis der endo- 
genen Tagesrhythmik notwendig. Das für den Photoperiodismus Wich- 
tigste, was wir hierüber bisher wissen, ist wohl die unterschiedliche 
Wirkung bestimmter Fermente in den beiden Phasen dieser Rhythmik: 
das Überwiegen von Synthesen in der photophilen, von Hydrolysen in 
der skotophilen Phase (vgl. BÜNNING, EHRENBERG). Die bisherigen 
Untersuchungen erlauben es noch nicht, die Beziehung zwischen der 
Richtung der Fermenttätigkeit und der Art der photoperiodischen 
Sensibilität der Pflanzen genau festzulegen. Auch nach den Unter- 
suchungen EHRENBERGs bleiben mehrere Fragen schon darum unbe- 
antwortet, weil die zeitraubende Bestimmung der Fermentaktivität 
nur relativ wenige Messungen gestattete. 

Um an einem größeren Material einen Einblick in den tagesperio- 
dischen Verlauf der Fermentaktivität zu bekommen, mußte ein Ver- 
fahren angewandt werden, bei dem die Fermentaktivität nicht in vitro, 
sondern an den in der Pflanze ermöglichten Vorgängen gemessen wurde. 
Für solche Untersuchungen, die zugleich den Anfang für eine genauere 
stoffwechselphysiologische Analyse der endogenen Tagesrhythmik bilden 
sollen, wurde jetzt zunächst der. Verlauf der Zellulosesynthese ermittelt. 

Wenn in den Speicherorganen eine starke Reservestoffmobilisierung 
stattfindet, muß infolge des Transports löslicher Stoffe zu den wachsen- 
den Teilen des Keims in diesen der Zelluloseanteil im Trockengewicht 
abnehmen, sofern die Zellulosesynthese nur langsam verläuft. Wenn 
aber die Zellulosesynthese im Keim stärker ist als die Bildung und Zu- 
fuhr löslicher Kohlenhydrate und anderer löslicher Verbindungen, so 
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muß der Zelluloseanteil zunehmen. Aus dem prozentualen Zellulose- 
gehalt muBte sich also auf ein relatives Uberwiegen von Synthese bzw. 
Hydrolyse schlieBen lassen. Darüber hinaus ergab sich bei den Ver- 
suchen unter bestimmten Bedingungen auch die Möglichkeit, die abso- 
lute Zunahme der Zellulosemenge in ihrem tagesperiodischen Verlauf zu 
bestimmen. Endlich bot noch die Untersuchung des tagesperiodischen 
Verlaufs der Gesamttrockengewichtzunahme im Keim einen gewissen 
Anhaltspunkt für die Beurteilung des Verlaufs der Synthesevorgänge 
(Zellulose- und Protoplasmaaufbau) im Keim. 


1. Methodisches. 


Als. Versuchsmaterial dienten mehrere Sojasorten, und zwar die 
Varietäten Otootan, Tokyo und Biloxi, die extreme Kurztagtypen 
sind, sowie eine weitere seit mehreren Jahren hier in Tübingen kulti- 
vierte Sojasorte, die als Soja-Tübingen bezeichnet sei, und die tag- 
neutraler ist, obwohl sie auch noch zu den Kurztagpflanzen gehört. 


Als typische Langtagpflanzen wurden zunächst Spinat und Salat 
gewählt. Jedoch zeigte sich, daß die Synthese- und Wachstumsvorgänge 
hier zu langsam verlaufen, um eine erfolgreiche Anwendung unserer 
Methode zu ermöglichen. Wir können das angedeutete Verfahren nur 
bei Pflanzen anwenden, denen reichliche Reservestoffmengen zur Ver- 
fügung stehen. So konnten den Sojaversuchen nur solche mit Pisum 
sativum (,,Zuckererbsen, frühe Heinrich‘) zur Seite gestellt werden. 
Diese Erbsen erwiesen sich bei der photoperiodischen Prüfung eindeutig 
als Langtagpflanzen. Sowohl im Gewächshaus als auch bei einer Kultur 
in künstlichem Licht kamen sie innerhalb von 6—8 Wochen nie zum 
Blühen, wenn die Tageslänge 10—12 Std betrug, obwohl in dieser Zeit 
mehr als 14 Internodien gebildet worden waren. Im längeren Tag 
(etwa vom 13.—14. Tag ab) bildete die Sorte Blüten, wenn 8—9 Inter- 
nodien entstanden waren. 

Die Samen von Soja und Pisum wurden 12 Std im Wasser gequollen, dann 

. 24 Std in großen Schalen auf feuchtes Filtrierpapier gelegt und weiterhin entweder 
auf dem Filtrierpapier zur Keimung belassen oder in Erde übertragen. 


Die Pflanzen befanden sich vom Beginn der Keimung ab in einem Konstanz- 
raum. Die Temperatur betrug 23°. Schwankungen der Temperatur waren mit 
dem Thermographen entweder überhaupt nicht festzustellen, oder höchstens 
gerade eben erkennbar, blieben also durchweg unter etwa !/, Grad. Die Pflanzen 
erhielten täglich 12 Std Licht von 5 Osram-Leuchtröhren (HNT 120, 25 Watt). 
Von diesen Röhren befanden sich 5 in einer horizontalen Ebene,,die etwa 60 cm 
über den Schalen mit den Pflanzen lag. In dieser Leuchtebene hatten die Röhren 
einen gegenseitigen Abstand von l5cm. Die Luftfeuchtigkeit in dem Raum 
schwankte zwischen etwa 50 und 55%. Diese Schwankungen hatten aber keinen 
tagésperiodischén Verlauf; oft blieb die Luftfeuchtigkeit auch mehrere Tage 
hindurch so konstant, daß auf dem Hygrographen kaum Schwankungen erkennbar 
waren. Für die Versuchspflanzen selber war die Luftfeuchtigkeit noch höher und 
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zweifellos noch konstanter, da die Schalen mit den Pflanzen regelmäßig von Glas- 
platten bedeckt waren. 

Hatten die Pflanzen das gewünschte Alter von einigen Tagen erreicht, so wurden 
an einem bestimmten Tage, aber während dieses Tages zu verschiedenen Zeiten, 
Proben entnommen. Die Pflanzen standen während der ganzen Zeit der Proben- 
entnahme unter gleichbleibenden Bedingungen. Auch das Licht blieb an diesem 
Tage bis zur Entnahme der letzten Probe eingeschaltet. 

In den Proben wurde die Trockensubstanz bestimmt, und dann nach dem 
Verfahren von KÜRScCHNer und Horrer (vgl. PRINGSHEIM und Krüger im Hand- 
buch der Pflanzenanalyse, Bd. 3, Teil2, S. 11, Wien 1932) mit alkoholischer 
Salpetersäure im Warmbad gekocht, um alle Stoffe mit Ausnahme der Zellulose 
herauszulösen. 


2. Die tagesperiodischen Schwankungen im Zelluloseanteil bei Soja. 

Die Versuche mit Soja-Tübingen sind in Abb. 1 zusammengestellt. 
Es handelt sich um folgende Einzelversuche: 

Versuch 1: 5 Tage alte Pflanzen, die auf Filtrierpapier gekeimt und gewachsen 
waren. ‚Die in Abb. 1 eingetragenen Werte beziehen sich auf den subkotyledonaren 
Teil der Keimlinge, d.h., die. Kotyledonen und die noch sehr kleinen, von den 
Kotyledonen eingeschlossenen Epikotyle mit den Primärblättern wurden ent- 

fernt. Jede Probe bestand aus 30 Pflanzen. 

Versuch 2: Ebenso wie Versuch 1, aber 4 Tage alte Pflanzen. 

Versuch 3: Ebenso wie Versuch 1 und 2, aber 5 Tage alte Pflanzen. 

Versuch 4: Ebenso wie die vorherigen Versuche, aber 3 Tage alte Pflanzen und 
zu jeder Probe 55 Pflanzen. 

: Versuch 5: 8 Tage alte Pflanzen, die auf Erde gewachsen waren. Hier dienten 
zur Analyse nur die von den Kotyledonen und Wurzeln befreiten Teile. Es handelte 
sich also im wesentlichen um Hypokotyl, Epikotyl und Primärblätter. Für jede 
Probe dienten 10 Pflanzen. 

Aus Abb. 1 ergibt sich, daß immer spätestens 12 Std nach Licht- 
beginn ein Abfall des prozentualen Zellulosegehalts eintritt. Bis zur 
7. Std nach Lichtbeginn hingegen erfolgt (mit 1 Ausnahme) ein Anstieg 
des prozentualen 
Wir dürfen hieraus also schließen, daß in den ersten 7 Std nach 
Lichtbeginn die Synthesen (mindestens die Synthese von Zellulose) 
_ überwiegt, in den anschließenden 5 Std keine so großen Unterschiede 
zwischen Synthese und Neuzufuhr von Stoffen aus den Kotyledonen 
bestehen, später aber diese Neuzufuhr von Produkten der Hydrolyse 
u fo 
Mit den Sorten Soja-Otootan und Soja-Tokyo konnte wegen Mangel 
an Material nur je 1 Versuch ausgeführt werden. Die Ergebnisse dieser 
beiden Versuche sind in Abb. 2 dargestellt. 

Soja-Otootan: Zur Analyse dienten nur die von den Wurzeln und Kotyledonen 
befreiten Teile der Keimpflanzen. Die Pflanzen waren 8 Tage alt und auf Erde 
gewachsen. Jede Probe bestand aus 20 Pflanzen. Soja-Tokyo: Zur Analyse dienten 
4 Tage alte Pflanzen, die auf dem Filtrierpapier gewachsen waren. Die Kotyle- 
donen mit den von ihnen eingeschlossenen Epikotylen und Primärblättern wurden 
nicht mitahalysiert. Jede Probe bestand aus 30 Pflanzen. 
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Wir finden, wie Abb. 2 zeigt, bei diesen beiden Sorten im wesentlichen 
einen ähnlichen Verlauf wie bei Soja-Tübingen, jedoch wird der maxi- 
male Zellulosegehalt anscheinend schon etwas früher erreicht. 
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Abb. 1. Soja-Tübingen. Prozentualer Anteil der Zellulose am Trockengewicht der Keimlinge 
bei 5 verschiedenen Versuchsreihen und zu verschiedenen Zeiten nach Beginn der täglichen 
Am Versuchstage selber wurde bis zur letzten Probeentnahme Licht 









































Lichtperiode. 
geboten. Abszisse: Stunde nach Beginn der Lichtperiode. Ordinate: Zellulosegehalt. 
45 
» 
N A 
N - 
à - Pig Q! An 4 
> 49 "ad 
7 A 
V4 \ 
b A 
La 
35 Ve N 7 
y à - 
f . 
ly 
30 
© 28 VEUT ER oR ow Be 





Wie Abb. 1, aber für Soja-Otootan (ausgezogene Kurve) und Soja-Tokyo 


Abb. 2. 
(gestrichelte Kurve). 


Mit Biloxi-Soja wurde nur 1 Versuch ausgeführt, weil das zur Ver- 
fiigung stehende Samenmaterial sehr schlecht keinite. Und- auch die 
Keimlinge zeigten starke Schädigungen, Deformationen der einzelnen 
Teile.und häufiges Absterben. So blieb nur ein kleiner Prozentsatz der 
Pflanzen zur Entnahme der Proben übrig. Daher kann auf diesen Ver- 
such kein groBer Wert gelegt werden, er fiigt sich aber in das schon 
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gewonnene Bild ein: 4 Tage alte Keimpflanzen (nur Hypokotyle von 
Wurzeln wurden analysiert) zeigten bis zur 7. Std nach Beleuchtungs- 
beginn einen Zelluloseanteil von 37%, in der 12. Std von 43% und in 


der 17. Std nach Beleuchtungsbeginn von 39%. 


3. Der tagesperiodische Verlauf der Substanzzunahme bei Soja. 
Wenn wir bei den Sojaversuchen immer einen relativ höheren 
Zellulosegehalt in den ersten 7—12 Std nach Beleuchtungsbeginn firiden, 


Tabelle 1. Soja-Tübingen, auf Filtrier- 
papier wachsend, 4 Tage alt. Fiir jede 
Probe wurden 30 Pflanzen entnommen. 
Bestimmt wurde das Trockengewicht der 
subkotyledonaren Teile. 








so bedeutet das natiirlich nicht not- 
wendig eine absolute Verringerung 
der vorhandenen Menge von Zuckern, 
Aminosäuren usw. So müßte es nur 
sein, wenn der Gesamtzuwachs in der 
Zeiteinheit während des ganzen Ta- 


(Stunden nach Trockengewichts- ges ungefähr konstant ist. Das aber 

8 “er sent je Stunde trifft nicht zu. Tatsächlich zeigte 
sich vielmehr, daB in der Phase 

16 4,9 starker Zunahme des Zelluloseanteils 

| wide 13 auch das Gesamttrockengewicht der 





Pflanzen besonders stark zunimmt. 


Das heißt also, während der Zellu- 
losesynthese erfolgt auch eine be- 
sonders starke Nachströmung von 
Reservestoffen aus den Kotyledonen 


Tabelle 2. Wie Tabelle 1, aber 3 Tage 
alte Keimlinge. Für jede Probe wurden 
55 Pflanzen entnommen. 








"Zeitabschnitt 
Trockengewichts- 
mr nach | zunahme in Pro- (und vielleicht zugleich eine beson- 
— zent je Stunde 
pese) ders starke Protoplasmasynthese). 
FR 50 Zur Bestimmung dieses Verlaufs 
4-8 0.6 der Zunahmen der Gesamttrocken- 





substanz konnten natiirlich nur Ver- 
suchsreihen dienen, bei denen auf 
besondere Einheitlichkeit des Materials geachtet und ausreichend groBe 
Proben entnommen werden. konnten. Von diesem Material wurden 
ebenso wie bei den vorher beschriebenen Versuchen an einem bestimmten 
Tage zu verschiedenen Tageszeiten Proben entnommen und deren 
Trockengewicht bestimmt. . Zum Teil handelt es sich dabei um das 
gleiche Material, das auch für die vorher erwähnten Analysen weiter 
verarbeitet wurde. Die Ergebnisse seien in einigen Tabellen zusammen- 
gefaßt (vgl. Tabellen 1—4). 

Durchweg findet also eine stärke Zunahme des Trockengewichts 
in dem Zeitabschnitt statt, in dem auch der Zelluloseanteil stark zu- 
nimmt. Der starke Verbrauch von Baustoffen bedingt also offenbar 
eine verstärkte Zufuhr von Zucker usw., die aber mit der Synthese eben 
. nicht ganz Schritt hält, so daß der prozentuale Anteil an Zellulose doch 


8—12 0,6 
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noch zunimmt. DaB gelegentlich eme Verminderung der vorhandenen 
Menge Trockensubstanz eintritt, ist fiir eine Keimpflanze nicht erstaun- 
lich. Es scheint, daß dieses bevorzugt am Ende der Phase starker Zellu- 
losesynthese eintritt. Offensichtlich macht sich das Nachhinken der 
Zufuhr von Reservestoffen also besonders dann bemerkbar, wenn der 
Verbrauch schon einige Stunden sehr hoch war. Auch das ist nicht 
verwunderlich. 

Endlich ist es noch inter- 
essant, auch den Verlauf der 
Zellulosezunahme, also nicht 


Tabelle 3. Wie Tabelle I, aber 8 Tage alte 
Pflanzen, auf Erde wachsend. Analysiert 
wurden alle Teile mit Ausnahme der Wurzeln 
und Kotyledonen. Jede Probe aus 24 Pflan- 





den prozentualen Anteil der zen bestehend. 

Zellulose, sondern dereri je- Zeitabschnitt Ne 

weils vorhandene absolute Lune on on in Pro- 
b F a euchtungs- zent je Stunde 

Menge zu bestimmen. Für beginn) 





diese Bestimmung diente das 
gleiche Material, das auch für 
die vorhergehenden Analysen 
benutzt wurde. 

Ich begnüge mich ‚mit der Wiedergabe von 2 Beispielen: 

Versuch 1: Soja-Tühingen, in üblicher Weise auf Filtrierpapier gewachsen. . Mit 
der Entnahme der Proben wurde 3 Tage nach Quellungsbeginn angefangen. Die 


Probenentnahme wurde 11/, Tage hindurch 
fortgesetzt. Jede Probe umfaBte 30 Pflan- 


2—5 (zum Teil bis 7) 4, 
5—8 (zum Teil 7—9) 1, 
8—11 (zum Teil 9—12) 0 


mm 09 bo 





Tabelle 4. Soja-Tokyo, 4 Tage alt, 

















zen. In den Proben wurde die vorhandene ,,, 

Menge Zellulose bestimmt. Daraus konnte pe DDR de Send er 

dann die Zellulosezunahme je Stunde er- Tabelle 1. 

rechnet werden. Die Ergebnisse sind in 

Abb. 3 dargestellt. (itabschnitt | Trockengewichts- 
Wir sehen, daß die größte Inten- Beleuchtunes- | "zen je Stunde 

sität der Zellulosebildung etwa in der 

Zeit vom Beleuchtungsbeginn bis 6 2—6 3,1 

oder 7 Std nach Beleuchtungsbeginn qu Y 

erreicht wird (bei einer der Proben -11-—13 —3.0 

war, wie Abb.3 zeigt, später sogar 13—17 0 








eine Zelluloseabnahme zu verzeich- 
nen; es bleibt natürlich auch noch möglich, daß diese Probe schon 
zu Versuchsbeginn zufällig ein etwas kleineres Gewicht aufwies als 
die übrigen). 
_ Versuch 2. Wie Versuch 1, aber zu jeder Probe wurden 55 Pflanzen entnommen, 
und die Entnahme wurde nur 15 Std durchgeführt. Die Ergebnisse sind auch in 
Abb.3 enthalten; sie entsprechen denen des vorhergehenden Versuchs. 

Diese Versuche über die Zunahme der Gesamtzellulosemenge be- 
stätigen also die Schlußfolgerungen, die wir aus den Bestimmungen 
des prozentualen Zelluloseanteiis gezogen haben. 
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4. Die tagesperiodischen Schwankungen im. Zelluloseanteil 
Zu den Erbsenversuchen wurden Pflanzen im Alter von 3 Tagen 
bis zu etwa 1 Woche benutzt. Die Proben wurden ohne Kotyledonen 
untersucht. Während bei Soja der prozentuale Anteil von Zellulose in 
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Abb. 3. Soja-Tübingen. Absolute Zellulosezunahme je Stunde. A bszisse : Stunde nach Beginn 
der Lichtperiode. Auch hier wurde die Lichtperiode während der ganzen Zeit der Ent- 
nahme von Proben nicht mehr unterbrochen. Ordinate: Zellulosezunahme in Milligramm. 
(Von den beiden Versuchen ist einer durch die ausgezogenen der andere durch die gestrichelten 
Linien dargestellt.) 
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Abb. 4. Pisum sativum. batten wie Abb. 1, jedoch sind nicht die tatsächlichen Prozent- 


sätze Zellulose angegeben, sondern mehrere Versuchsreihen wurden zusammengefaßt 
und der.etwa 2 Std nach B leuchtungsbeginn bestimmte Zellulosegehalt als 100 bezeichnet. 





Keimlingen verschiedenen Alters recht unterschiedlich war (vgl. Abb. 1) 
änderte er sich bei Erbsen verhältnismäßig wenig. Daher war es möglich, 
alle Versuche zusammenzufassen und eine mittlere Kurve za kon- 
struieren (Abb. 4). Die Kurve wurde so gewonnen, daß bei jedem Einzel- 
verguch der erste, 2 Std nach Beleuchtungsbeginn bestimmte Wert des 
prozentualen Zellulosegehalts als 100 bezeichnet wurde und die späteren 
Werte dann in Prozenten dieses ersten ausgedrückt wurden. Dem ersten 
Wert, also 100, entsprach wie nebenher erwähnt sei, ein prozentualer 
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Zellulosegehalt der Keimlinge von 25—27, solange die Keimlinge 3 bis 
5 Tage alt waren; er stieg allmählich auf 30—35, wenn sie 8 Tage alt 
wurden. 

Das Ergebnis (Abb. 4) entsprach nicht ganz meiner urspriinglichen 
Vermutung. Zwar wird hier, wie erwartet, das Maximum des Zellulose- 
gehalts erst sehr spät nach Beginn der täglichen Lichtperiode erreicht 
(etwa 14 Std nach Beleuchtungs- 


beginn); aber sehr deutlich ist doch 
auch ein Maximum etwa 4 Std nach 
Beleuchtungsbeginn zu erkennen. 
Dazwischen liegt ein sehr ausgepräg- 


Tabelle 5. Pisum sativum auf Filtrier - 
papier wachsend, 4 Tage alt. Für jede 
Probe wurden 120 Pflanzen entnommen. 
Bestimmt wurde das Trockengewicht 
der Epikotyle und der daran befind- 


tes Minimum, etwa 10 Std nach Licht- lichen jungen Blätter. 








beginn. Wir dürfen also schließen Zeitabschnitt 
L | Trockengewichts- 

daB die stärkste Synthese von Zellu- ee: | zunahme in Pro: 
lose etwa 12—14 Std nach Lichtbe- beginn) LT 2 gape 9 
ginn ablauft, und ein anderes, frühe- gags | as 
res, Maximum schon etwa 2—4 Std 51 9 7 | 23 
nach Beleuchtungsbeginn besteht. 9 —12 1,0 

12 —15 2,9 

15 —17 0,5 


5. Der tagesperiodische Verlauf der 


Substanzzunahme bei Pisum sativum. Tabelle 6. Pisum sativum. Nähere 


Aus den gleichen Griinden, die Erläuterung im Text. 








wir bei den Sojaversuchen nannten, Zeitabschnitt 

mußte auch hier noch der Ver- eme Ramana | D ge à 
lauf der Gesamtsubstanzproduktion beginn) wok us Sem 
ermittelt werden. Auch hier gaben Pe oa 

die Resultate nicht ein so einfaches u | 01 

Bild wie bei den Sojaversuchen 11—17 | 3,6 


(vgl. Tabelle 5). 
Drei weitere Versuche, die ebenso ausgeführt wurden wie der oben 
genannte, brachten ganz ähnliche Ergebnisse. Um die Fehlerquellen 


soweit wie irgend möglich zu reduzieren, wurde noch folgender Versuch 


angesetzt, bei dem die Erbsen am 2. Tag nach Versuchsbeginn sorg- 
fältig sortiert wurden, so daß beim Versuch möglichst einheitliches 
Material vorlag. Bei dieser Sortierung wurden nur Erbsen ausgewählt, 
an denen die Keimung gleich weit vorangeschritten war, die Keim- 
wurzeln hatten auf + 1 mm die gleiche Länge von 15 mm. Am 4. Tag 
nach Quellungsbeginn wurden aus diesem sehr gleichmäßigen Material 
die Proben entnommen. Jede Probe umfaßte 40 Pflanzen und bestand 
wieder nur aus den Epikotylen mit den daran befindlichen Blättern. 
Tabelle 6 bringt die Ergebnisse. 

Wir finden also sowohl nach Tabelle 5 als auch nach Tabelle 6 eine 
starke Substanzzunahme in den ersten Stunden nach Beleuchtungs- 
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beginn, dann eine Phase geringer oder fehlender Substanzzunahme und 
schlieBlich nochmals eine Periode mit verstärktem Wachstum. Das 
entspricht vollkommen dem, was nach den Schwankungen im Zellulose- 
anteil der Trockensubstanz erwartet wurde. 


6. Die Beziehungen zwischen den tagesperiodischen Schwankungen der 

Syntheseintensität und denen der photoperiodischen Sensibilität. 

Bei Soja haben wir ein eindeutiges Überwiegen der Syntheseleistung 
in den ersten Stunden nach Beginn der täglichen Lichtperiode feststellen 
können. Genauer ließ sich der Zeitpunkt der intensivsten Synthese mit 
unserer Methode nicht ermitteln. Jedoch dürfen wir sagen, daß sich die 
Phase intensivster Synthese zeitlich ungefähr mit dem Beginn der photo- 
philen Phase deckt. Einige der Versuche zeigen das Synthesemaximum 
allerdings auch erst etwa in der Mitte der photophilen Phase. Die photo- 
phile Phase beginnt ja bei Soja ungefähr zur Zeit des Beleuchtungs- 
beginns, erreicht ihr Maximum etwa 5 Std, ihr Ende etwa 10 Std nach 
Beleuchtungsbeginn. 

Diese Angaben gelten für Biloxi-Soja (Biinntne 1950); bei anderen Arten, 
wie etwa unserer Toja-Tübingen, wird das Ende der photophilen Phase, und 
wohl auch deren Maximum einige Stunden später erreicht. 

Die abbauenden Fermentleistungen zeigen ihr Maximum etwa am 
Ende der photophilen Phase, d.h., unmittelbar vor Beginn (oder bei 
Beginn?) der skotophilen Phase (EHRENBERG, BÜNNING 1950). Wir 
gelangen also zu der Schlußfolgerung, daß während der photophilen 
Phase die hier zunächst hohe synthetische Leistungsfähigkeit allmählich 
abnimmt, die hydrolytische zunimmt. Die photophile Phase beginnt 
mit starker synthetischer, die skotophile mit starker hydrolytischer 
Leistungsfähigkeit der Fermente. 

Nach diesen Ergebnissen der Soja-Versuche hatte ich erwartet, bei 
den Erbsen ein Maximum der Synthese erst etwa 12 Std nach Beginn 
der täglichen Beleuchtungsperiode zu finden, da die photophile Phase 
bei Langtagpflanzen ungefähr 12 Std nach Lichtbeginn einzutreten 
pflegt. Tatsächlich finden wir zu dieser Zeit auch eine starke Synthese, 
und zwar — nach dem Zelluloseanteil und Trockengewicht zu urteilen — 
die lebhafteste tägliche Syntheseperiode. Aber außerdem findet auch 
eine starke Synthese schon einige Stunden nach Beleuchtungsbeginn 
statt, die von dem erstgenannten (späteren) Maximum deutlich durch 
ein Minimum getrennt ist. 

Dieses überraschende Resultat veranlaßte mich nun zu prüfen, ob 
bei den Langtagpflanzen wirklich die ganze erste etwa 10—12 Std lange 
Periode nach Beleuchtungsbeginn skotophil ist, oder ob nicht vielmehr 
der erste Teilabschnitt dieser 10—12 Std auch photophil ist. Die be- 
kannte Tageslängenabhängigkeit der Blütenbildung bei Langtagpflanzen 
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könnte auch dann resultieren, wenn wir nämlich annehmen, daß der in 
der ersten photophilen Phase gebotene Impuls quantitativ nicht zur 
Induktion der Bildung von Blütenprimordien ausreicht. Falls diese 
Auffassung den Tatsachen entspricht, sollte man aber erwarten, daß 
wenigstens bei einigen Langtagpflanzen das in der ersten (d. h. früheren) 
photophilen Phase gebotene Licht schon eine Blütenbildung ermöglicht. 
Das trifft tatsächlich zu, d.h. es gibt Langtagpflanzen, die bei sehr. 
kurzer Tageslänge blühen, bei mittlerer aber wieder später oder gar 
nicht blühen, und dann erst bei großen Tageslängen wieder blühen bzw. 
schneller blühen (vgl. Lewis und Went, Bünnıng 1951). Auch mehrere 
Pisumsorten, deren photoperiodisches Verhalten ich untersuchte, fügen 
sich diesem Schema ein. Doch soll hierüber erst in einem krößeren 
Zusammenhang nach der Prüfung weiterer Langtagpflanzen berichtet 
werden. Es ist durchaus möglich, daß alle Langtagpflanzen diese doppelte 
photophile Phase zeigen. 

Im übrigen paßt die Tatsache, daß bei Langtagpflanzen 2 Maxima 
der synthetischen Leistungen, und auch 2 photophile Phasen bestehen 
können, sehr gut zu dem schon- bekannten doppelten Photosynthese- 
maximum der Langtagpflanzen. Bei Langtagpflanzen finden wir sehr 
häufig sowohl in den ersten Stunden nach Beleuchtungsbeginn als auch 
erheblich später ein Maximum der Photosynthese. Das heißt unter 
normalen Bedingungen zeigen Langtagpflanzen meist einerseits früh- 
morgens und andererseits am Nachmittag oder Abend eine hohe Photo- 
synthese (vgl. die Hinweise bei BÜNNING 1944). Daß in den Zeiten hoher 
synthetischer Leistungsfähigkeiten sowohl der Aufbau von Zellulose aus 
Zucker als auch gleichzeitig die Photosynthese erleichtert sind, ist 
begreiflich. 

Bemerkenswert ist vielleicht noch die Tatsache, daß — soweit die 
hier mitgeteilten Versuche eine Entscheidung zulassen — das Maximum 
der Syntheseaktivität offenbar nicht zur Zeit der stärksten photophilen 
Eigenschaften, und das Maximum der Hydrolyseaktivität nicht zur Zeit 
der stärksten skotophilen Eigenschaften erreicht wird, sondern jene 
Fermentaktivitätsmaxima immer zu Beginn dieser beiden unterschied- 
lich lichtempfindlichen Phasen ihren Höhepunkt erreichen. Wenn sich 
das weiterhin bestätigt, so liegt darin vielleicht ein Ansatzpunkt zur 
Aufklärung des Mechanismus für den autonomen Wechsel von photo- 
philer und skotophiler Phase. 

An diesem Punkt müssen weitere stoffwechselphysiologische Unter- 
suchungen ansetzen, mit denen schon begonnen wurde. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Bei den untersuchten Sojasorten (mehr oder weniger ausgeprägten 
Kurztagpflanzen) zeigt die Zellulosesynthese ein Maximum in den ersten 
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7 Std nach Beginn der täglichen Lichtperiode. Im gleichen Zeitabschnitt 
ist auch die Trockengewichtzunahme am größten. 

Bei einer Erbsensorte (Langtagpflanze) zeigten sich 2 Maxima dieser 
Syntheseleistungen: Eines in den ersten Stunden nach Beleuchtungs- 
beginn, das zweite etwa 10—12 Std später. 

Bei Soja deckt sich das Synthesemaximum zeitlich etwa mit dem 
Beginn der photophilen Phase. Bei Pisum deckt sich das zweite Syn- 
thesemaximum zeitlich ungefähr mit diesem Beginn der photophilen 
Phase. Aus der Existenz des weiteren, früher eintretenden Synthese- 
maximums bei der Langtagpflanze wird die Vermutung abgeleitet, 
daß auch hier außer der bekannten späten auch noch eine (bisher über- 
sehene frühe photophile Phase besteht. Diese Vermutung findet ihre 
Bestätigung im photoperiodischen Verhalten. 

Vergleicht man die Ergebnisse mit den früheren Resultaten über 
den tagesperiodischen Gang der hydrolytischen Leistungsfähigkeit, so 
ergibt sich eine gute Harmonie auf der Grundlage der seinerzeit gegebenen 
Darlegungen, nach denen einer hohen hydrolytischen Leistungsfähigkeit 
eine geringe synthetische entspricht und umgekehrt: Zu Beginn der 
photophilen Phase besteht hohe synthetische, niedrige hydrolytische 
Aktivität. Am Ende der photophilen Phase, d.h. beim Beginn der 
skotophilen, besteht hohe hydrolytische, geringe synthetische Aktivität. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich für die Unter- 
stützung der Untersuchung, Frl. INGRID Béumer für die Hilfe bei der Durch- 
führung der Analysen. 
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